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ABSTRACT 

Apoptotic cell death is a physiologicalprocess whose mechanisms of re.gulation at 

the molecular and cellular levelsa~e u~de~ ttie controlof.diffeire;.,t n'.iolecules súch 

as caspases. These.·P~()teai~s-'are c1Cl;;sifiedº~s initiéltor, .Hke.'célsbases:Ca a'nd -9, 

:;:;:;;i~?I~:~i;~~~~\~~i~Jis~li~Z~t~~j~~~i]1f f~~~~;~~ºi~ 
the stimuli iriducing the·a·paptotic.death: Thus;"it'seems.that differen.t d.eath:stimuli 

with staúrosporiné;' cerar:nide.'and•KS: .. Under.theseconditio11s;•.we•toi.Jn,d•thatthese 

~;E~~:~~~f :~~~it?ill1llil~f 'lif tií~l~llti~~ 
that this caspase is inducea toefóre{caspase~3. l, Cei'amidé ;Jarid •.· K5',

0 

activated 

:::::e;: ;h:Y in:i:::irn:~:·~~~~~~;&~·ft;~¡:"~~:;t~~~WJ:t]Z;rs~~~=:::ri~:· .:~~ 
cera mide with a time course ~Í,~~~;;th~ri-~ha~·t6r ~a'{~a~e:.~. ·Thi¡ result was in line 

with the observed release. c::ii. cytochrÓn1~:'.:c; 'to cytél~or,i~ducéd by these stimuli. 

Caspase-8 did not hcÍve él~ appc'1;€li,'1brÍÚé::a1 rol~ iri"cell déath induced by any of 

these treatments. The 'etf'E!bi6t é:élspa~~ inhibitor~ · on. th~ viability and morphology 

of these cells treated 0ith ~tcÍu~Ó~1p~rine, cercÍmide and K5 supported these results. 

Cerebellar granule; cell~ t~eat~d with inhibito~s of caspase-9 protected from death 

when cultures were treated with K5 ar ceramide. Also, in staurosporine-treated 
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cultures, the incubation with caspase inhibitors partially protected CGC, being 

caspase-2 · and -9 inhibitors the. most efficient. The results obtained in this. study 

suggest _ thaL-staur<:lsporine indúces the _ activation of a different -pathway . of 

caspases than K5 and :¿er~rnÍcie·duri~g the apoptotic cell death of granule ;,eurons. 
'· ' .. ,. ,,_ .. ,. ' '· ·,, .- . ., ,• 

Although •. K5 and··ceramide··indUces'the. activation of a similar:cáspase'cascade, 

they sh6....Í ~ differ~nt ternp(;~¡;ÍI 6oLÍrs'E! · of éaspasE!s aC:tivatlon. Thus: different 

stimuli may induce different caspase'-C:ascade in the same cell. 

RESUMEN 

La muerte celular programada· o· apoptosis es- un · prOceso fisiológico cuyos 

mecanismos de regulación e!stán bajo.el C:6;,trol de diferE!nt~s m<:liéculas como las 

caspasas, que se clasifican en -¡l'"lidaéloras como. las• éaspasas-8 y -9, y como 

efectoras, que incluye .a 1as ca~pasas-3 y -:--1. E:n riluchós niacie1os de muerte 

apoptótica en donde. se -ha ~etE!c't~do' la partii:::i~,aC::iÓn. d~ •la cC:.spasa...:2, se ha 

determinado su papel como c<l'spasa\,;tectÓra;}~in>;;;;:nt;¡,;¡:90/ se· le ha considerado 

también como iniciadora; d~ci~-si~us·'carábt~rí~ticas'.e~!>rr~ct~rales .• 71. papel :de. la 

:::~=ª~2 d:~ ~~:ª::i:~:r·;·J=~tf~~if1~1f ~~ltfi:ffi~:~J~-~~t1~:.:;d;t6d~~~~:u:~ 

::::~\~:-/:~~x;ti~iE!~~:~:~:~ñ;1:N~~~{~~~~~;~~1i1~r~c~~it~~:~~::c::~~::~ª::)~ u~ 
sustrato endógeno de la caspasa-3. En'este estudiO dem.os.tíamos por primera vez 

la participación de 6'3s~élsa-2' e'll E!st~- · p;eparación. La estaurosporina indujo 

preferentemente la ~ctivación y · fragmentació~ dE! la caspasa-2, cuyo curso 
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temporal sugiere que su activación se induce antes de la activación de la caspasa-

3. La ceramida,induce también la activación de la caspasa-2, sin embargo, tiene 

una. participac;ió'~.;márginar:en este. modelo. El KS parece no inducir' Ía' activación 

de caspasa:.2:f"~iiJtra··1adc/s;; obserCVÓ qU~ ~i~gJ~o de lastre~ e~Ü..ri~105.·¡¡:,Jujo la 

activació~\ci;;'(1i(<::asii~sa~1:'.A.sí .. Jrii~ríi6;;'e1 .. l<s/··í~i~st1lllr6~i:ítiri.:i~,i:1~;cE;ll:~mida 
indujeron :1a ;:,actÍvac'.:ióñ\;y.i fi~9;¡:;e;r;{á~Yón.;c1~·:; 1;i; :··~~~p~s~'.:9!/Ci~·(;i •.ifi~~~r~1l11ente 

de caspa'séls; /sin•• ~;+;h~r9ci.•~"i3~t~'s ;·inl.J~stran Cliforerites'; cursos~. temporales . de 

activaCión. 'Así,' diferen~e¿ estímulo~ indüctores de muerte apopté>tk;~ p~eden 
inducir distinta,s vía;; de caspasas en. las mismas células: 

3 
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INTRODUCCIÓN 

El Sistema Nervioso (SN) constituye una de las estructuras más complejas del 

organismo, con un alto grado de organización funcional y estructural. Esto se debe 

en gran parte al resultado de una serie de eventos regulados finamente que se 

llevan a cabo de una manera coordinada en el tiempo y en el espacio durante el 

desarrollo embrionarió. Así ·mismó, el SN lleva a cabo una serie de funciones muy 

complejas y diversas que depend~n efe las int7rc~nexiones precisas formadas por 

los diferentes tipos ceÍul~res neurón;,;le~ que 1~ conforman. El estableCimiento de 

;;:~~~~~~~~~:~;;3~~Z!~if ~\~@~~~~~~~~~J~i'~~f~{{;; 
células neuronales ~ún indiferE3nC::iadas'. '' '.C. ' ; '·' >-~y J Jj}, 'Xi( .·· · 

2) Migración. Las,· c~lulas comienzan· a diversifid~r~~:d<;tiido; lllg~,r-, a; las células 

gliales y a .cél~la~ ~euronales inmadúr¡;js, 1~:~b:;'u'a1~s 6~~i.er:izan;.~'migrar a 

partir de las ió~a'i g;;¡rrni~ales. •·'.' · •. E;~f : .. Y; '.' ;.r,'5~:;, ~"~: t'{ 
3

> ~:7~:~c·i:;i:f1~~~::;c:~eq~~mi;~~ªct~~~F"~~!.fi;~1~f;:~~~{i~~1iTu1ir;; ~:iu::: 
4

' =~~=:~:.~~i~i:ri::!:t:~r:,r~~í~f ~~~~~~~~~~f~$ª~r~:;~::; 
, - .-- ~--- ·::.'.;', ~-;:-o-.·.:..,_. __ .. :_>,,._, ;·,,:,_''"/:/o:',-__ ... __ ·:-_·,_, ~-,;::_2,~~~':-=-!_:f¡ ~+.~~~_,,..:: -.< ~c-.';.-F/;,, ·E:~·"-º-~.::·.: - ~-~::::". - i;·_: "'~ );!·.;_--;:,;:; 

s> ~~.~~:
1

;:1~~~~;ji~;t;~z~Ehl~e.k&'tfie~~.~~~{v+:l}~~ª~'0¡~~+·~~~~;77~:¡ít;;.ce1u1ar 
programada.(MCl=;>):.EX'iste;.uflél .g~an cantid.ad de .se.ñ;;il~squeju~gan un. papel 

muy impOrtan'fe ~ I~ la·r~-~~~deÍ~~~~rl~ub; domb Í~s,f;;f~~¡j~~~'.\:¡:¿f¡~~s. ol.lr~~te 

:~::~~:~;~d~~i~:~:@?;f i!~~~~1~f~~t~~~~~~t:~:::;:::::~ 
nervioso central (SÑC) .. Uno de l~s-aspect~s ,;,'.,á~· ¡ri;portantes. del desarrollo del 

SN es la participación· de señales externas, las cu~les determinarán el destino 

4 
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último de las células, ya sea hacia un proceso de muerte y remoción de las 

mismas o a la sobreviv.encia y formación de los Circuitos neuronales, definiendo 

así las poblaciones 'c'elulares q~e conformarán al SNC (Purves y Lichtamn, 1995). 
- . ·- ·,- . -·· ',- - -- -- -··- ' ' ' ,,,-, 

Los fenotipos .'n~ur6nal~s p'artlculare~ se generan j)or la expresión selectiva de 

~;::~~n~::;a~ui,t~~fl~t} 1~ks~:~fL°~2;e~~±.r3;:>~lJ~(f J:::;u::;fi~:r~ªP:1 
;;;vu; 

trariscripcionalS ~C,sfránsC.:ri~cionCli;·;tfadu~C::i6ríal.~0 ~fostráducciémal. Los faétores · 

tróficoÍ> j~~g~;/un' p~p~l-;:.,~y i;:;:;~~·~;,¡·~tk'~'~~'!{,i;;'2k'i~~ de difer~ncia~iÓn. Es posible 

que 1a ausen6i~ ~e 1os · misrhó~ pi6~i'.i~~il '1~:~cti:Jación de proces6s metabólicos 

que repriman o activen la expresi§l1 de g~nes ·e;specificos, generando una serie de 

procesos cuyo fin' último es la rriüerte'de lá célula. 

EL CEREBELO 

El cerebelo ha sido tomad6 ~orno u'n' ll"lodelo importante para el estudio de los 

diferentes procesos' tjue ., _ti~Íl~ __ ;: luga~ dura~tk - : el desarrollo, dadas sus 

características estrudur~IE!'s'(s'u 1ci~afiza<::ió;, ~en;e1isNC:-~ua~quitectura laminar y 

los tipos celÚlare;,qJ~.:i~ c;¿j:nf6'rm~Íi?'.:E~ta:'.;3'~1rnc;t~;;jz~c;~Üé~~una. diversidad de 

neuronas intercoriectadá's .. -éó!1':: atrás'. áreas >del 'fcerebro ;'á : través de circuitos 

:::::~::6::~::;~~~\~~~i~!f ~~#f.~~i~~f i·~~-,~~~~=~:~=·:: :: 
cortezas motora .y. prenZcf.t~F~~q~Lejlro~~b~an_:-S~~-ª}.()h:E:!,s'~-~~~ife.~entes ,regiones del 

cerebro. El cereb~l6 ·~e;;8~igi~~:·d~-sÍa 1 t~~c~r:~ '.~€i~íi::u1;;-.: s~r~b~~.i: : .• el ··.romb~n~éfalo, 
que resulta a su vezdelengr~samiento que.~ufre el tubo neuralUna vez que se ha 

cerrad~~~::::1~0;::~ti::0~~··31óbu1L:el·a~te;io;, el ~osterior.y'el floculonodular 

(Figura 1). 

5 
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A 
Culmen 
FI sur:a Prl maria 

Declive 

Foli.a 

'.~~~¡~~!~~== Tuber ~ Pirámide 

Úvul• 

B 

Ver mis Li ng ul .a 

Fisura primaria 

F"lsura pos:tarolat.eral 

tlodulus: 

Figura 1. Organización anatómica del cerebelo. El cerebelo tiene tres regiones funcionales: el 
vermis central y las zonas lateral e intermedia en cada hemisferio. A) Sección sagital media. Se 
muestra la posición del cerebelo en relación al tallo cerebral y las estructuras foliadas del cerebelo. 
B) La fisura primaria divide al cuerpo del cerebelo en dos lóbulos, anterior y posterior. La fisura 
posterolateral separa el lóbulo floculonodular (Tomado de DeLong, 2000). 
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La corteza cerebelar es una estructura formada por 3 capas que contienen 

5 tipos neuronales: las células estrelladas, las .células en canasta, las células de 

Golgi, las células.de Purkinje y las.C:élulas granulares (f=igura 2). L¡;¡ capa'externa o 

capa molecular 'se compone. princlp~IÍtle~te :de axones d~¡cél~las grariu1Clre~; los 
, '. . -. ·- ,- . .. . ... ·, , - . . - , . . .- ·, . .• ~ . _;··' .. ·- - ' . ·-· . - ·~ . , .. 

cuales se conocen 'com,6 ;;fibras' p¡;¡ralela,s • p~es'.correll• de! , r'r{aner¡;¡ ~ parl31ela ·al·. eje 

1ongitudina1 del toli~F~ <~s.~~·.·01tiijl?~.~·.~~C:J·e;~i~¡;. ~~b~jC> ~~·j~~c;ºr't~i~· c~rei:ie1osa). 
También contiene célula~'·eS;ir€ii1ádas y·cél~lás<en'canasta·que funcionan como 

interneurona;;, asr cam'61~~·ciEilr,~:(rit~~ de 1as cé1u1as cie i=>urkiílje ... 

tA) 

Stcllatc 
ccll 

Bnskct ccll 

Parnllcl fibcr 

Purkinjc ccll nxon Climbing fibcr 

Purkinjc ccll 

Molecular 
layer 

Purkinje 
cell 
)ayer 

Granule 
cell 
Jayer 

M<.-.ssy fibcr 

Figura 2. Arreglo citoarquitectónico de la corteza cerebelar. Sección vertical de una folia de la 
corteza cerebelar que muestra la distribución de los tipos celulares que conforman las tres capas 
de la corteza cerebelar. Molecular layer (capa molecular); Purkinje cell layer (capa de células de 
Purkinje); granule cell layer (capa de células granulares); parallel fiber (fibra paralela); Purkinje cell 
(célula de Purkinje); granule cell (célula granular); mossy fiber (fibra musgosa); stellate cell (célula 
estrellada); basket cell (célula en canasta); Golgi cell (célula de Golgi); Purkinje cell axon (axón de 
célula de Purkinje); climbing fiber (fibra trepadora). 
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Debajo de la capa molecular se encuentra la capa de células de Purkinje, 

que contiene los cuerpos celulares de estas neuronas (50 a 80 µm de diámetro). 

Estas .célulasº se ..• reélr~eglal"l_ de •. lado. a lado .en._ una ... sola ;capa;,:tienen_. árboles.· 

dendriticos qúe se:.e~tiendel1 dent~o de ladélpa ml:ilecl.Jlar:Las-cél;:;las'de Purkinje 

envían sus.axbl"les fu~dCln;'~nt~i~~l1t~cÍ I~ ~cÍte~ia'b1~1"l~a/E~ta~·rit::!L~()l1éls utilizan .. -- . . , .. ,_. . - ' " -~ .~: '.~·'. ' "·'" . 
principalmente .·· Cli .á.cid6 i ;y~ániiTI,ot)l.Jtíri#c.)'1/<GAB)\fXcomO 

-~" /.> .. 
rieúr6transmísor _ y 

constituyen la única vía.de ~salida'de e~ta estruétüra~' :;-~ ' •.. /:~ ···.• • :·~ ;: 

La siguiente es la cap'á'g;.;~ular; ~ue.contiene.u'n•grannúmero de paquetes 

densos de neuronas pt3qJ~gcÍs, fas' Ú1u1as grcÍn~iar~s'.i 8~·/'í~rfibíérÍ cel~l~s de 

Golgi que se encuentral"l en el borde externo: La capa gr~nii1'ar'c;:,gtíen'3 pequeños 
,. ' . ' '·.c .. ,.· .. ' • . ·;.:·_.·_, 

espacios llamados glomérulos cerebelares, donde las i::élulas···forman 'contactos 

sinápticos complejos con' 1Cls fibras aferentes de las céiJ1~s ;g-¿59()~cÍ~{ 
Las fibras musgosas se originan de uno de io~ Ílúé::leos p~nt.in6s y de 

neuronas de la médula espinal. Estas fibras tienen il1t1l.1'3ncia sobrE: 1.iis·(;~.l~las de 

Purkinje a través de las sinapsis que establecen con las céh.Jlas granÚlar~s; Estas 

células son neuronas excitadoras del glomerulo ceieb~1~r~ su:~ ~>C-~ri.~~''f;uben a 

través de la capa molecular haciendo col'lexiones ~~dtad~ras:a:1()·~1argo de su 

camino con las células de Purkinje. Las fibr,;:5 '¿ar".31~Í~·s_•-P/ne}r'_e_•~:r_· .• _.e•_~n~_._·_.d·_; .. __ ,~,·.·.·c·_.~.~.~u'_ri_:_-_·.·.' .. 1···ª·.~rom'l1e.~n-et···e;,d;itas de algunas células de Purkinje, las cuales:'se':orientan • __ _ _ a las 
fibras paralelas. ~ .. ,,.,;.·-.•;·y ~:'i••, T' •-:•· •-·· · 

Las trepadoras son· otras'. fibras e~~i
1

ta~.~;~~;~~~~G~~"a'rÍ~Í~~~-:ci~ ·u~·.s610··.1ugar 
de la médula oblongada, el nú~1~6 oli~a'ririí~rib'r::·5·J;,'-''1iá'íTi~'C!~~\fitj'.ra~;trépádoras 
por la morfología de sus terníinaCiOné'~\iir.át;'ticas :én'i'lasi'céíu1ás ~~ ;p~rkinje. 
Todas sus sinapsis son excitadoras. 2Ú ~t -~·· "~- c.,..C~J;,:': ....... : ' " .'. · 

La formación de l~s sÍri~p~is ~onstituy~ uno de;1J~:'.8.ro~EisC>s regulados 

finamente durante e1 desarro11~YF>.:eJio ~.8110; se:ueva ~· ~~bO;~íqetraimiento de 

muchos procesos que ·na. alca~zá~o~'el d~sÚ~o corre'6~6 o ~ú~~J· se desarrollaron 

totalmente. Todos estos)eventos\están directa1T1ente.relacionados con una serie 

de estímulos macro. y microambientales,: siendo· éstos a la vez producto de la 

información genética y c:iE! Elstírl"lulos 'externos. Se sabe que las células granulares 

presentan pequeños árboles dendríticos y las primeras innervaciones que reciben 
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durante el desarrollo vienen de una población de fibras musgosas excitadoras que 

provienen del puente y de la médula espinal (Altman; 1972) .. Esto ocurre en el 

quinto día posnatal..Lasjibí-as·musgosas hacen contacto ~on las dendritasde.las­

células granular~s.·en•·.10.sglomÉ!r~ios;cerebe1C>ios:· s~_hasUgei~ido ~ue·.· 1~s •fibras 

musgosas ej;,;rce;.i'un efécto .-n~LÍ~;;t~6fi6o·~ri dicha~ C:é1u1~~:ia"s céil..1as''gr~ntJlares 
tienen su principal ·grupo de célula.s blanco ~n l~s- ~é1u'1a's'cie.Pu'rkínj~ y paree~ q~e 

~ª:br:~~i~:~t~j~~6~~;;·:1~~~1~~tef ~~t~~ii~~¿~~~-E~?l~~~~~~~!!J~~~~6~2~%;tt~~F~;~~:~: 

;;;;~~f ;~¡~~tt~~~~i~~i¡J¡~~~~~iii~~l;~~~z:.: 
estructu~ales ~ºrn~ 'metabóli~as." Durante,•¡ este¡ i:>roces()Y 'las .• _ .•. célu,1a::;}defi11en el 

::ur:r~~~~·~~-~j¡f~~Jbi~~~~~f-~~~J5f ~'.~f~t~~~{~1:Tii~-[~~~~~,r~füf :~~Ífü~i~s;e~ 
neurotránsmiso'r •',•'''. o ·'"·······; .. '. -.·:~:<'·;,;;~ • '\,!:; 'x.r: :·-;.·;.,,. ;; ;.,"'·'f{'.c r;¡ - .. ' ; ' '" ' ,., •.;;:''.: ".'. ;;•-: 

..•... · .. ·· ..• ,.,.::,',;'., ·;··/'.:!.:;:.:; •P':;;.,j,:;;~'._,·c,:/,:; ).:;?>Y•hc-::,,>;:,.•.f;.,.~'~-c-.··•·J••:~.· :•-" . : t.<:··,.. : • · 
Durcinte. el ·pe?odo de 11.E31Jr()gél1.e~is li,ngran·¡:io~~entaje ~~~e!Jr()nas,mu,ere: 

Este fel1~ó·'.11~;,~,-~;)B~:~l8~~r~~~~i?-r?~~?~;~?,;r;~~~f~l~~¡~;'~H:?X~t!.x*,\e~~~-:~~,t~'b1e~~r 
el número correcto 'de> neiur~r¡;;¡~T-Y~:la::;/ccin¡;¡xiorie¡.sjapropiadcis:,que'finalmente 

~~~i~:~tf ~~:Xi=::~S~721ti~~tJf~~~l~il~41i1~~~i~}~J~ 
de la corteza ce rebelar (Wood et iii.~1'~-~3t :f )".: ~ {'º~/~; ;¡,,,: '~·;,:~r,,if: " , : 

La influencia del medio externoY)üega.;un~;papel.,rrú.:Íyj;:r;portante en los 

::0::~:: ::~;:ss~~~~: :,::n~1-~~J(dee~tr~~r#~tt~,~~~nJ:t~!x1~f~ftt~:=~=i:c~: 
las células y determinan támbién cual1t'as han·dé1mori/én.forma programada. 

- . 
La ausencia de factores trÓfi;;()1i pÚedé{'oéásioríar la activación de un 

proceso metabólico que puede irklúcií-.: la . represión de genes maestros cuya 
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expresión es requerida por las células para mantener su actividad metabólica y 

sobrevivir. 

_ Sei-há considerado- aLácido, glutámico- corno -una de las moléculas más 

importantes dur~nte_ el cle5:élrroll;;;-de las células·gran~lares _de cerebelo (CGC). 

Balasz y_.~c)1/'(fas8) ;;,;~gi~~e'~i~ue' ~1- NMDA previ~ne I~ muerte de CGC que 

normalmEi'nte SEL?Obser\.ia.ten\cultÍvos: )~ú;;~ ;'.i,clri estudiado el efecto .de 'la 

despolari:Za~ión'Í:>cii-"pbt'3l>io'(K91)-em la 'sobrevivencia' de éstá,s células'y_~~opci~en 

:~ee~:t;¡~ci.ti~~~f~~~.jf \i~~~~i~~~1=-~::~~ci6inevfJfr~~:111::;:~.ª~9~~>~~::~i=~ 
conclúy€;n.qJ'~-i~1:E:te¿f8trófico de 1~ 'despolarización porKCI está ·rnediad6por l.Jn 

'"' - . » " - . .,- '· _, . ~ •... ,, .. "'' -". .. - ·'" - .. . - . . .. - . . •; . .. . - " ' ·- ~. . ' . . - . . 

incrementó ~n las'conC:::enfraciones 'de ·ca++ intracell.Jlar,'qúe entra a través de• los 

C:::anales 'cie' ca++ -s~nsibles á voltaje. Así. e;;;:-., po~ible qlie ~( NMDA0e~té · 

reernplazando al KCI ya que su receptor posee un•cal1a1 permea,ble' a Ca"'.=~. Se 

sabe t~mbién que las CGC requieren de dicha cb~dición in -vitro sólo'durant~ un 

tiempo corto, tiempo que coincide con la actividad de las fibras musgosas sobre 

dichas células in vivo (Balász et al, 1988). 

ANTECEDENTES GENERALES 

Papel de la muerte celular programada (MCP) durante el desarrollo. 

La MCP ocurre gradualmente a través de un mecanismo apoptótico, un evento 

biológico en el que intervienen una gran cantidad de moléculas que regÚlan este 

proceso a diferentes niveles. Este tipo de. muerte se caracteriza por -tu1a --~erie _de 

cambios mortológicos y bioquimicos que la dif~rencian de la mll~rte _, necró.tica 

(Tablas 1 y 11). Ca -_rn'uert:e necrótica gerÍ~~~lmente_ se prese~f~ id'ri' ~~~ci-ici~nes 
patológicas y en respuesta' a -daños i~~~~¡;~; t~n~o a ni'Je1 C:::elular como tisular. 

Este tipo de 111uertE; se; c_ar¡;ic,ter.,iz,C), por, u'r!a E!_ntrad~·i m'~siva de calcio, incremento 

en el volumen de oí-ganelo~ intr~celular~s y un hin~ha~iento general que lleva 
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Patrón de muerte 

Tamaño celular 

Membrana 
Plasmática 

Mrt:ocondria 

Organelos 

Núcleo 

Degradación 
del ADN 

Degradación 
celular 

APOPTOSIS 

Células individuales 

Encogin1icnto celular 
Fraun1entación celular 

Se 1>rescrva la continuidad de la rnisrna 
Durhujco 
T.-anslocación de la fosfatidilscrina 

Aurnento en la pcrrneahilidad de la rncrnbrana 
Lihe.-acilín del contenido rnitocondrial haciil el 
cito1•lasma: citocrmno e, Apaf-1, AIF 
Pr-eserv;1ción ..-clativa de la estructura 
nutocomlrial 

Encouirnicnto 
lntcrnalización en cuerpos aJJos>tóticos 

Cron1atina: condensación yfragn1e11tación 

ADN: fraurncntación intcrnuclcosornal en 
fraurnentos de 100 pb, extrernos 3• uhres, 
liberación de ADN al cito1>lasrna 

Fagocitosis 
f.,lo hay rcs1rncsta innarnatoria 

NECROSIS 

Grupos de células 

Hinchan1iento celular 

Sin ahr..-aciones irn1•ortantcs 
Lisis ten•1u-ana 

tlincharniento rnitocondriill 
Estructura desordenada 

H incharnicnto 
Lisis 

Lis is de la rnen1br ana nuclear 

- Fraurncntación al azar y degradación 
difusa 

lnvas1on de rnacrofagos 
Generación de res1>ucsta inflarnatoria 

Tabla l. Principales características morfológicas do la muerto apoptótica y nccrótica. Se 
muestran las diferencias más importantes entre los dos tipos de muerte. 
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APOPTOSIS NECROSIS 

. Señales endógenas 

Estímulos . Señales intercelulares - P.-ocesos degeneratNos 

generalales - Procesos degenerattvos 
- Embrlogénesis 

- Prtvación de factores tróficos 
(NGF y neurotrofinas en general) - Toxicidad 

Estímulos Activad ores de rnuerte - Procesos isquemicos severos 
específicos (receptores que inducen muerte - Radiación 

a1J011tica) 
Toxicidad (ho.-rnonas, radiación. radicales 
libres) 

- Vías programadas de .-e.acciones - No requiere de síntesis de ARN 
(activación de: caspasas, endonucleasas de novo 

Procesos internucleosomales. transolutaminasas) - No requiere de síntesis de proteias 
moleculares Síntesis de ARN de novo de novo 

Síntesis de protefnas de 11ovo - No requiere de energfa 
ATP - Disnlinución de ATP 

Tabla 11. Mecanismos moleculares que regulan la muerte apoptótica y sus diferencias con la 
muerte necrótica. La muerte apoptótica es un mecanismo finamente regulado en el que participan 
una gran cantidad de moléculas que inducen la activación de complejos procesos bioqulmicos, no 
asl la muerte necrótica, caracterizada por ser un evento pasivo que genera reacciones 
inflamatorias. 

finalmente a la lisis de la célula, la cual libera su contenido al espacio extracelular 

dañando a las células adyacentes, generando un proceso inflamatorio (Figura 3). 

La apoptosis es un proceso muy conservado evolutivamente que se 

presenta en condiciones fisiológicas y patológicas. El desarrollo normal de los 

organismos depende de la eliminación de ciertas células, proceso que se lleva a 

cabo mediante la activación de un programa de muerte apoptótica. La eliminación 

de órganos vestigiales y el ajuste del tamaño de poblaciones celulares después de 

un período inicial de producción excesiva, como en el caso del SN, son algunos 

de los procesos en los que la muerte apoptótica juega un papel preponderante. 
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Figura 3. Cambios morfológicos asociados a la apoptosis (derecha) y necrosis (izquierda). 1) 
célula normal; 2) condensación y regionalización de la cromatina. alteraciones en la envoltura 
nuclear; 3) formación de protuberancias en la membrana celular, las cuales se separan 
posteriormente para producir los cuerpos apoptóticos que contienen organelos y material nuclear 
fragmentado; 4) los cuerpos apoptóticos son fagocitados por células adyacentes; 5) señales de 
necrosis temprana en una células dañada de manera irreversible. aglutinación de la cromatina en 
unidades discretas, hinchamiento de organelos y aparición de densidades floculares en la matriz 
de la mitocondria; 6) las membranas se rompen y las células se desintegran (Tomado de Kerr y 
Harmon, 1991 ). 

Algunos de los cambios morfológicos asociados a este tipo de muerte son 

la condensación de la cromatina nuclear, la condensación del citoplasma que 
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provoca el encogimiento de las células, la fragmentación internucleosomal del 

ADN y la formación de pequeños fra9,mentos de memb_rana plasr:nática que 

contienen _._en su _interior __ material ,_,,nuclear_ . Y- __ organelos •• llamados - cuerpos 

apoptóticos:•Los cambiosbioquíf'l1icos,q~~caracterizan:este tipo'de muerte son la 

activación_ detransgl_lita~inasas ~~rp~-c;ífiéas.~l_a.frán~locaciórl de··,_~ 'fosfatidil-serina 

que represe;11t~ uncl' !se'Aai?''!Úra·•••1<3' f~~();;it¿·~i{~ '~cir~~P~rt_¡,;.~~CI~~- macrófagos 

principalmente,·que no genera un daño sobre las células:adyacentes,·activación 

de vías y'·'~-oiéc;~la·s específicas tales como las proteas.'3; d~ ~Ís~é;;ína de la familia 

de ICEtc'ed~3. y la fragmentación por endonucleasas espeC:ífica~ del ADN nuclear 

en las-:regiones internucleosomales para formar fragmentos de aproximadamente 

185 pares de bases (pb). 

Moléculas reguladoras del proceso apoptótico 

La muerte apoptótica es un proceso activo determinado por ur1 programa genético. 

Este. programa puede ser activado en respuesta a cierta~ seftal~~ externas como 

la privación de un factor de crecimiento u hormona; la exp6sici6;, .icie~l9rrl1il"ladas 
concentraciones de compuestos tóxicos o· radiabio-hei/.i~'si cii:>mo'ia'a6ti\,aC:ión de 

receptores relacionados con la promoción .,del~ TÚe~E:l;·(~~~Í~-~o1i'y;e1::~ec~ptor 
TNF, factor de necrosis tumoral). La misrr:la seÍ'i_a.lpued~ il"ldl.lbir:i.i-~Obl"~\,Ível"léia o 

la muerte dependiendo del estado de rl"l.;;ciÜra-~ic:':i~ ~~lular ~td d~~i;Js ~a~~~te~i~ticas 
de la señal (concentración, duracié,,:1/etc)'FLa•ir'9.~~l~ción precis~-clel proC:esO 

apoptótico es esencial para el desarrc>110' eípÍimo de los organismos>se s~be que 

alguna falla en esta regulación puede iÍldu~i~el dE3s"1rrollo de variasenfermecia'cies 

como el cáncer, enfermedades aut6in~unes\;. enfermedades neurodegenerativas. 

En los últimos a_fíos'se 'i-ían'identificado y caracterizado una gran cantidad 

de moléculas que participan _adivamentedurante la muerte apoptótica regulando 

este proceso_él,·dife~entes'-niveles. La _caracterización gen.ética y funcional de los 

genes ced-3; cÉicl-4;y ced.:g en el nemáÚ:ido Caenorhabditis e/egans ha permitido 
' . . 

entender el proceso de muerte que se da durante el desarrollo de este organismo. 

Los productos proteicos de ced-3 y ced-4 inducen muerte celular, en tanto que el 
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producto proteico de ced-9 la inhibe (Hengartner, 1996). Los homólogos en 

mamíferos de estas proteínas. ya se han identificado. El homólogo de ced4 es 

Apaf-1 (Apoptotic adaptor~factor-1) (Zou;eLal; 1997') •... una.protein~.adaptadora 
importante que interactúa ·con~C)lgunas· proteasas; los miembr0s de I~ félrniHa del 

Bcl-2, son los hornóÍogos de c:;;;ci~9 (REledt1994). Los hornól~gÓs d~ ced-3 son los 

miembros de ur~~ fa;,:;ilia de protecisas.'de 'C:isteirÍ'a derÍÓmirÍadas C:aspasas que 

constitUyen Üno délo~ püntos·cenfrales 'de'este-trabajo. _ 

El homólogo de.ced~3 ,es ICE p~rteneciente a unafamilié:I de proteasas d7 cisterna, 

denominadas 'Caspasás, enzimas. altarT1ente específicas y con un.requerimiento de 

residuos específicos .-.del. á~idó' aspártic~' par~ el proc~samie~t~ .• ·proteoHtico. de 

sustratos (Thornberry . et éal, '.J 992).·• HastÍ;L•el / n:io,meíltd·; se. han ·.• de;crito 14 
- .. · ... ·.. ·- .. - . .• ,_. . ". ·- ... , .. ~·-·» .... . .... -.. '·'' .· - .,_ ...... , ~ . -". . . -- . ·.. ' - . - .. , . . .• 

miembros, los-.•.cuales;• .-.~.· .. ·· excepCÍóll>~e la)caspasa:9.'. c;omparten\una{ secu.encia 

~~~~~,~~2~ii~~1~t~~1~tt rt~f ~~~~~~r~1~~~::~~ 
apoptótica. , - - - · · •· '• ... •·.-·.··_:• ----. .-c •. ,., -- -- ---, '"''" 'i/:·:.ec'·, ,. ':;·c:.3 ;• ··:·;;u -- -

-- -:;:- •<.;: __ --... \,.:-· 

Estas proteasas iíÓrmalrrierÍte s~ sintetiiarí"~'cj~ós'~i~'Óg.3ñO's (proenzimas) 

de 30 a 50 kDa aproxirna.,c!arnente ~·~brilél"cti~Í~ac:f ~:ciélt~Íitica muy baja. Están 

constituidas por un prodorninioy2 subUílidacies;C:,;t~HÚc~s;de:...20 kDa (p20) y-10 

kDa (p1 O). El procesamiemto prote~líü'bo e~;;~¿ldtib~·~~~~6Íncos de Asp, induce la 
, -. -· _ ---,--.,-,,e_ \'T,~/:,•'\?:'•'\ .•::;:-; .. :•T.:•-~•r ., ·-·-- , .-

activación de estas proteasas •.. geneni~do~;~~f;e!ízi~as.• homodiméricas activas 

(Thornberry et al, 1992; Walker 1994; Rci.toricia<et '81, 1996). El procesamiento 

catalítico puede estar mediad() poi otras 'pro~e~~as/6 puede ser autocatalitico, 

inducido por la unión de moléculas qúe funcicin'an-'c~mo cofactores o bien, por la 

remoción de inhibidores (Fi~ui-'3 4). E1'cl6Írii;,-io ~_:te~rni~~I de la proenzima que es 

altamente variable en longitud y secueriéi'él, está involucrado en la regulación de la 
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activación de la proenzima. Las caspasas que se han identificado hasta el 

momento son: 

caspasa-1 (ICE) 

caspasa~S (ICErel:-ll;TY) 

caspasa-4 (ICErel-111,TX, ICH-2) 

caspasa~1 :{ ·. •. , .. 

caspasa~8'(Fl:ICE.>MA:CH, ,MchS); iniciadora. 

caspasa-11 (lch-3) 

caspasa-14 (MICE) 

caspasa·~~clC,~;~~€l·;: ·f\tlc;he). ·¡ri¡~iadbra'. · 

caspas~~16 (i=ucl=2;?rv1éh4). iniciadora. 
:··.·<.;~·.· ,.,. .. :":<::"~~-:-~-,. .:'•: __ ,_;-;-:.·._,,,,_ 

caspasa-3 (:Yaf1íat:c;pp32;.·apopaína), efectora. 

cas pasél:6:( Ml:h2)f~t~ét~;a. •·· 
caspasa'.-7'c1CÉíbAF',,j''. M~há; CMH-1 ), efectora. 

caspas~.,ic'1bh~·.~·j',{i~iciadora/activadora . 

. · E~i~ti,;/G~~:'.:clasiflcacíón de caspasas que se· basa en el tamaño del 

prodominió:: Las/&aspasas con grandes prodominios como la -2,· la -8 ó la -9, 

funcionan 'c'C:n'Ti'6 ¡¡.;yC::iadoras de señales que se encuentran al inicio de, la ,cascada . ·:--· ,,._, ·,. t: ;,_, ,_ - .. . .-
de activac:iónfrJii~ptras que las que presentan un ¡:;>roclominio pequeño como lá .:_3, 

la -6 o la -7 fun'bionan como efectoras de las sefiales iniciales, continuando así 

con la cai6~cl~ ~~6~tic:l1ítica de activación (Figura S)'. La caspasa 14, es la única 
. -·. - !-- - - -"' • • .. _ -- . - • · •. __ ,_ - ·. -· - ' - . . . . ~ -_ , .. - _ .. - - - -· 

que tiene ün•proc16111il1i~ pequeño/ pero por sus características funcionales, se le 

ha clasificado dentro de; -,~··'subfamilia de la cas~asa-1, cuyos miembros tiene un 

prodominio grande' (Hu et al, .1998). 
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Figura 4. Mecanismos de activación de caspasas. Rompimiento proteolítico de una caspasa 
efectora por: a) una caspasa apical; b) reclutamiento de varias moléculas de procaspasa apicales 
como Ja procaspasa-8: estas moléculas se mantienen próximas unas a otras induciendo asf una 
activación cruzada y el rompimiento de caspasas efectoras; c) formación de holoenzima por el 
citocromo-c liberado de la mitocondria y ATP, necesario para la oligomerización de la molécula 
adaptadora Apaf-1 que permite el reclutamiento de procaspasa-9 al complejo de activación llamado 
"apoptosoma". Al parecer, la activación de la caspasa-9 está mediada por un cambio 
conformacional y no por un proceso proteolitico (Tomado de Hengartner et al., 2000). 



Señal apoptótlca 

Substr~tos de easpas:as [ 
en núcleo y 

c1toesqud eto 

APOPTOSIS 

FasL. TNF, APO-:JL, AP0-2L 0 

citosinas 
.-adiación UV 

.---------. 
~--.. 

Reparación 
dclDNA 

Figura 5. Cascada proteolitica de activación de caspasas y su posible regulación. El modelo 
sugiere que una señal proapoptótica induce la activación de vias de señalización en las que 
participan diferentes moléculas como las caspasas, proteinas adaptadoras y protelnas como el 
citocromo e liberado al citosol. Algunas proteinas inhibidoras pueden sufrir modificaciones 
estructurales que las llevan a inactivarse. Todos estos procesos regulan la activación de caspasas. 
RAIDD (Recruitment apoptotic inductos death domain), FADO (Fas-associated protein with death 
domain), FLIPs (FADD-like ICE inhibitory proteins), ARC (apoptosis represor with caspase 
recluitment domain), TRADD (TNF-receptor associated death domain), RIP (receptor interacting 
protein). TRAF2 (TNFR-associated factor-2), MKK7 (MAP/Erk kinase kinase-1 ), !Bid (truncated Bid) 
(Modificado de Thornberry 1998). 

Las alteraciones morfológicas que acompañan a la muerte apoptótica como 

son la fragmentación internucleosomal del ADN, la condensación de la cromatina, 

el encogimiento celular, la ondulación de la membrana plasmática y la formación 

de los cuerpos apoptóticos, requieren en general de la activación de las caspasas. 

Se ha sugerido que las caspasas que funcionan como efectoras son responsables 

de los cambios celulares que se dan durante la apoptosis, tal es el caso de las 

caspasas -2, -3, -6 y -7. Muchos de los sustr~tos proteicos del citoesqueleto y 
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núcleo que son· procesados proteoliticamente por estas caspasas ya se han 
identificado (Tabla 111). En muchos tipos celulares. y ante diferentes estimulas, los 
altos nivéles:c:Íeactividad.c.de· rompimienta .. de variás;sustn;¡tos :tales .. como;DEVD 
(Glu-Alá~Asp~GIU,' .: 'sustrato 'preférencial . de caspasa-3) ·· están ; comúnmente 
asociados a la a~tÍv~Cióll d~ l~s caspasas y a lá api:iptosis... . 

oticis ~·; El.st¿diÓs '\indica;, <ciue .·.·· ias ' ca~p~sas ,:;o;;,p~,, ·ª· •. Ía proteína 
antiapoptótica'.B§l,;:2:''genefrand() asi ün pr9düct~ prcni·p·o~tótico'(Ch~ng~et al;.1997). 

::::~J]~7~~~~~~J~#~tr1r~J!~l~~?~t~~t~~f ~i!i~~!~~:~::;~ 
~u~~~;:;P6~:~~l:z~~e~~i~t;~.~~~~~i~ZLe~i:~;~~~~i~~-)~~:~~7r1t-~:··· ~=:~i~nªa.ets:~ 
1998). Se tia'C!e~o~tra~o .el r,~'rn·p~iri,li,~ntp'~e,_é,sta;'l';f§!~J6~ en la ·apoptosis in vivo, 

asi como su. rompi~ieríto •. p.C,r'caspása-3117/vit~ (Kotha~otciet al, 1997). La lamina 

:~.~::~¡~\:~~~~~,¡~~~~~~~~i\I~f ~~~~~!~~t~:~;~c;:º y c:~::~d:· p:~ 
múltiples eistímulos.'~Estudios·recie!ntes indlcañ''.que;,esta·:cáspasa una vez activada 

: --• .. -~; ! :. :~. "., :';:'·· . .:> <:>:'·!·,:'._---_ .:<·~:! :-,..!: .. , ,; __ ,.,_"::: ::'- '· .<.:.-;·~ ?- '.' -~::.->< ,, .... '.-<:-~ ---:-'·'.-i·:~ ·5~.~_,·.:._: .. ::·L_·I:_ ,:' --.- . ·._ - -- . . ' 

~unn;::~::~t:~:z~t:~¿;~h~~~~ºf ~~?jt:J6)1ss-¡ü;~t~;_º:~virtiéndola también en 

La o.-esp~ctrina ...• no.~.ritroide, '.tam.~ién\Uam¡;¡~:;¡Va-fodrin¡;¡; }.~e .• rompe por 

:;~;:::~ ~~1t:~~~t~~~~~"i~t~f ~ll~~~tt~~;1~~=::.s~:~:: 
~~:~:::r:1:~~6~~~i:~ri~~:::trf9~i;~z}~Yj~~~~*l~];t·~5~:s~~:tJt~:~~d~::~ó~:: 
esta proteiasa)amtiién se aCtiva/dÚrante'ra.a'popto~is ·e;; 'y~ri~~tipos c~lulares y 
ante diferentesesti~úlos '(s~úier et·.a1,.-i.'{994).·otr~s ·. protefn~s·•·-involucradas en 
mantener· la citoarq~it~ct~;a ;;~1LÍ1a?t~1~i!c()*()'.PA~2. t=AK'.y rabaptina-5, son 
sustratos ¡rJ"l~c:irta.~tE:l•i :c:Í~ l~s ~a~~a~Cls.(Koth~kot~ e~ al, 1997; Rudel y Bokoch, 
1997; Cosuli~h-et ~-,:·1997'): · 
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Uno de lo.s sustratos mejor identificados de una de las caspasas efectoras 

más estudiadas hasta el momento; la caspasa~3 •. es la proteína nuclear (poli (ADP) 

ribosa polimer'asa ~(PARp),'.' una' enzima .irwOlucradai en . la··· reparación,, del, ADN • 

(Nicholson~f~i;:19gs):Exi~terÍ .. ,,_¡ucho~esÚmulC>sq~e<pueci~n''indÚCi/1a.'activación 
de la caspa~a-3 tal~s·c~mo la'privaciÓn,clesuero,0 la a~ti\/~6ió~'del,r~cépt0r Fa~, la 

~~z:!~f ~:~f~~IÍ~f ik~~Í~~ii~~~~tii4~~il!;I~~;~~~~~"¡: 
fragmetación·d~I j\D~ n.uclear(Uu··et•a.l,\1.99~:·yang ,et·.al;'~ 997).·c;omo :' fa.c~or de 

,''):~(~-:(~ ~:'· '/~ .,_,. ~,~.~-.:· ~-

El5t.~~i¿,~-.~~cfr11tes . indican que PARP. ·· PIJe~~;~·.~ifF!~EJi~i,~.j.j·f.qs,~~~'~º de 
mú'chas otras·~caspasas'in vitro, sin embargo, 'in vivd lás''caspásas'-3:-y,:.7:·pareceri 

- ·· · · · ·· · .-·;; .• ,·;::s;,,, .•• ,_,::1::u.' 

ser las res~onsables de esta fragmentación. se· tienerí''eyidfbhcia~'de· !:lúe . el 

proteosºrnª se ~~'~_caliza cie1 núcleo ª los .cuerp~~ ~8;·B1ó~(~~-~--~'=fr~h1~-1~:~u~rte 
celul.;,.r .prog~.;,.m~da-~(Pitzer ~t al, 1996), ;~st~s .• '91ti&i~s;,6?n'~~it~~~';'l,.¡~~-a.,ci~ las 

últimas fases de este importante proceso fisio,lógico.•C.,/; . ' ' >(;.?·;, " 

La activación de las caspasas iniciadOra~'reqlJiere dé la~'partÍ~~paé::ión de 
' . : -·. .· ,. '- . -.. -,: . '---:,·e-,-· - ' - '..-:-·-<·· -;· '~: '-. <}·, ,, . . ·:· . .,\', e<:·,·.-· "> '· :· ' 

moléculas especificas considerada~.·como'cofactc)r.es(~rlrj~canismO'éornún'mente 
observado en 1as proteasas en 9en~r¡;¡1·,Lá ~riio,.;~CI~'. e·~f;,5,c:.;(~¿t~ré~ se dispara 

por una señal proapóptótica;. est<-i uniÓrí está nie'c:fi'í;jda ¡:)C)/ al rnenC>s dos regiones 

consenso motivo distintas que residen ''ein ~I · ~rC>dÓminio de las caspasas y en la 
' ' ._. - ~ ' 

molécula que funciona como cofactor (Thornberry et al, 1998), por ejemplo, la 
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activación de la caspasa-8, requiere de su asociación con su cofactor FADO (Fas­

associated Protéin .with. death • domain), a través de DEO (death effector domain) 

(Boldin et al,- 2 1996), en ~tanto --qúe la : acÜvaéión.:•de la caspasa-9 involucra . Ja 

formación de~ ur;t : c6rn¡:>leJcli 6-~n , ~Í cÓfactor' Apaf.:~ a•• tf'avés -de CARD, ( caspase 

recruitment c:Ícimain)~ cl:i.et'.,ai;'.1997>> l:ai::l3spaia~9 parece' requerir de múltiples 
. " ·-~ ., . ·' .. - ,. ; .. '•• , .. ," .. · .. ··.· "• > .· ...... · .. ··:·'·· :· ,.. .... ' <,.;' ,: ·_ .. , - '' ,. '_·- . . . . - ·.'•, - ,• . ' 

factores corno elÓitoc:r'Órno éJL..a·caspa'sa-:::!' también se activa mediante el cofactor 

CARO ~~"::::o~,~~iÍi~~~~,*~;,~~~~~~~:~~t•~~~l~i;~~.(;º.'~·~É•~i=I=~.~~·(º.~; de 
monómeros ·a .ur1a•·•cC)ncéntra~ióntniuy~aja';'!y:•e~ ~()-rnPl.ejos .q~~· impiden· su 

~tf I~~~~~~;I~~!if f {i~il!lf 1~!~~~$~~V~iif ~r~~:~; 
=~~::~::ª:~::,~;~~=;i1:~;::::~tf ;~7~~1J;~;i~tif ~1tJ}~~~E7:~: 
caspasa iniciadora que, a su vez, procesa y·~-~tÍ~¡;¡-(i~ las d~~B~sas efect6r;,.s, de 

ahí que diferentes señales apoptóticas induzdah''íl:;s 'mismbs éarnbios•l:>ioquimicos 
y morfológicos (Ashkenazi et al, 1998). . :~:'. E_t _· . ' _ .. - '· ··· .. ·.· . . .. . ' · 

En el SNC la clasificación de estás c'oi'~:~~ia~-ce¡'s Hmitada: Las caspasas-3,:. 

7, -2 -9 y -8 son de las más abundantE:l~: Est;,;~ ~rbteasas intervienen en '1a muerte 

apoptótica que se presenta durante E!l_i:i~~a'riC>11C> embrionaria· y durante a,igunas 

enfermedades neurodegenerativas>~' - ... -. ·• 

En el caso de la caspasa~9; su ~~~iv;¿ión durante la n:iu~rt~ ~~uronal es 

esencial. La caspasa-9 f~ríTl~ : pClrte dé un complejo molec~1éli. {r;:.p6rtante, 

denominado apoptoso111a~ qu~ in~h.íye a Apaf-1 ·y al citoC::romo. e, Recientemente se 

ha propuesto qUe el gen' de. Ja 'caspasa-9 produce también dos isoformas, una 

proapoptótica y ~tr~ it~tia~ci~tótiC:él (Seol y BilH.,;r 1999). . 
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Caspas a 

Caspas;s-1 

C:a.spasa-2 

Caspasa-6 

Caspasa 

Nombre 
anterior 

ICE 

N•dd, ICH·1 

CPP32, VAMA 

ICE(rftl JU, TX 
ICH-:? 

ICE(r•d JIU. TY 

Nombre 
anterior 

Mch30 1CE·LAP3, 
CMH-1 

MACH, FLICE 
MehO 

ICE-LAP~. Mct-.C 

Peso molecular 
y subunldades 

- Proeru:ima:45,148k0:a. 
• Subunid•des 

c:iltalóticas: p20yp10 

• Proeno:lma: 48,Beó kOa 
- Subunidades 

catalíticas: p1Z/14 yp19 

- ProenzifTSI: 31.~4 kO:a. 
• Sub•.1nid•de:s 
ca.Qlih~•: p17 y p12 

- Proon:1m:io: 43~t>:! kCla 
• Subt.1nidades 

c:;;d:;;;,lítoc>.s: r.o definid~ 

• Pro~n:1fn0lo. 33.409 lo Da 
• Subunodades 

c:atalilicas: pZO y p10 

• Proen:im:a 47¡314 kO.. 
• Sutx..onod:ad 

e:atalitica: pt8 yp11 

Peso molecular 
y subunidades 

- Proen:.im:a· 34,Z76 kOa 
- Sutx..onidades 

catalitoc-: p~yp11 

• Proenz:lma: ~,391 kOa 
• Subuni d•d­

catalítóc-: p18 yp10 

• Proen~ima 4$,32:? kO~ 
• Subunid~d<es 
c~litoc:o:<os. p35 y p10 

• Ptoen:.1m~: ~/37'8 kt:tlt 
• $ubt.lnid:ad-e:s 

c:o:<ot;;,,lític~. p23'17 yp1Z 

Sustratos endógenos Secuencias de 
específicos reconocimiento 

- PtO·IL·1· VVHO·A 
• U1·70 kOa? OGPO·G 
• PARP DEVO·G 
• Proc:aspllilS:.S•1, ·3, -4 

PARP 
U1-70 kO• 
OUAPK (es) 
Protei,,. anaSill e dell;s 
Hunttn,;Jtin;io 
SREBP-1 y SREBP-2 
Rlbonucleoproteínas 
Facior o+ fragrr.,,,nt~c1ón 
d~I t'IUAft'IFFl 

LamomA 
PARP? 
U1-70 kOa..,. 

Sustratos endógenos 
específicos 

::;...sir.tos sornol•res a 
casp:n:a-3 (no d....,1nidol 

- Proca:sp.s- en gen-al 

DEVO-G 
DGP0-0 
OEVD·N 
OMQ)(.N 
OJICJIC.0 
OEPO-S 
OEAO·G 
DETD·S/OAVD·T 

VEIO·N 
DEVO-G 
OGPO.l:i 

Secuencias de 
reconocimiento 

OEV0-0 

OEVO·O 

OEVO·O 

Tabla 111. Características generales de los miembros de la familia de las caspasas. Hasta el 
momento se han descrito 14 caspasas. Aquí se describen las caracterizadas hasta el momento. 
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La caspasa-8 está considerada como una de las iniciadoras más 

importantes en la r:nuert13 apoptótica inducida por el receptor de muerte CD95 

(Fas/AP0-1), .sin embargo. pueC:teCIC::tivar a todasJascaspasCls·conoC:idasi~ .\litro 

(Srinivasula e1: aL·,·:~996> •.y, seCie 'C::onsidern como. una de; 1ClsiraíCiadoras .• más 

imp.ort~n~:sd1~t)~hc¡i:~~~b"J~l:fn7J6~~~:ltd"e'e~te··~~¿dib•.fue.•1~·~~ra~'terización 
de la c~spása'.:2eri 'élmodelo'eclen.;ü~rt13'iinatJcidoporla .er~l.lrosporina •. en.donde 

1a particip~~¡¿·~ ·d~:~·;;t~::¿.;~P~~;;;'j'ú~d¡;. ~~:~ai:>~1 ili'íici~~~n1:Cl'1 :;:6rri6 i~icÍaci~ra l:ie1 

proceso ;a¡;c:>ptóti66'. A.' :66ntí~~:ación : se< C:te'scrlben · la~ ·· C::ar:a~te~Í~ti~as más 

importante~ ci~··e~ta C:asp'3sa. 

Caspasa..:2 · · 

La caspa~a~2 :a l'Jedd..:2 fue el primer homólogo de ICE/Ced-3 identificado. Nedd-2 

es el ho~Ólogo e~ roeét~res de la C::aspasa~2 de hÚmanos, su expresión aumenta 

en cerebr6 durante• el desarrollo· mientras qué; en· el. organismo adulto disminuye 

(Kurnar ét ;a( 1994). Numerosas; ~Jíd'e'~cii:as>·i~dic:an qu~ esta caspasa es un 
,- ' ' ' . . ... ,- -~ ,, . '· ··" ,_ - ' 

elemento cla,ve en las vías de aCtiva.ciÍ'.>ÍÍ q·ue~lievarl a)a muerte apoptótica (Kumar 

et al; 1994; Harvey etal, 1997; Li·~t~1>1s97).'Seha.s~gerido que esta caspasa 

pod~ia. actuar no sólo. corno u5_~f~ci¿i;.~~~:ffi~~~~~tf'~l1;~7 •. si;,a· tarri~i~néoZ,o.un 
regulador negativo, dependieindo\del••.tfpoc~célular:;y/o '.del: estad6•de; maduración 

celular (Wang et al, 1994; Ku~ClrE!t ~·l. 1997;·~~;~~~(,~ eit''i31, 1 s9a): . . . 

~~~:~~~II~~~~~~~~~~t:i~~lll~t~l~~~~[f !~t;tiº 
muerte en lineas celulares de fibroblástos:privad(¡s de factor trófico, siri ·embargo, 

es incapaz de inhibir a la caspasa..-2i::· 

Esta caspasa se ha ~onsid~rado como i;,iciadora en células no neuronales 

(Li et al, 1997; Zhu et al, 2001; Grossmann et al, 2001). Esto debido en parte a las 
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características estructurales que presenta, como es la presencia de un largo 

predominio que caracteriza a las caspasas iniciadoras como la -8 y la --:9; este 

predominio-·•. puede~, asociarse con -la 7 molécula . adaptadOra" RAI DO .(recruitment 

apoptotic initik.t6r death domain); Sin embargb; e)(isten muY: pocas evidenci~s de la - '·' .. _' ·' ' "" .. •/.·- ... - , - :- , . " .. ,, " --· .. -,,- :- ._.-, ', .. ·-
participación_.~e •• _lacaspasa-2'como,inic::iadorél.erí la.múert~··apoptóticade'.células 
neurona1_e.s'csuú-eta1/1998).':A pe~~-r d~-·~º ~~b~rs:e icientificacic;-~ú~ 1bs s'~~f~~tos 
endógenos 'ar;/1a •casÚas~:.2;(PÓrter•·et al, '1997; 'Tal~n ian·:~t-·a1;.· 1997r ~·~ ;,-;~delos 

- - .·.: ' :--->-· :-·,. ·: .. ~- -~,--:··~ ~ .''. :···-. ··:>'·_-' '.:'. ·:>"-: ·:-. ·. : .. -~:: ,' .... ,.. . ··-~ .- - ' ._ ·:·:' --- . ' , . -- ·: '. .· .:.·_,~':· ·-" ' ... , -. . ";'.!-'.¡: }··~·_,.:-·-~/'~:''''' <~· ";. '.:_. _:_:_, __ -. :-- : _-

~;::~~l~2~~!t:~~f ~f~~!:~~~~::.:::~:~l~~t~~t~~~:~~~~;~~ 
sugeridot.ainpi~~'°ql.le ·la caspasa:..3 puede inducir la. acti~éiciÓn ;cl~"I¡;~ ~~spasa:.2 
(Muzio Ebt -a-1;'1~9a~ s\N~rnton et al, 1999). '-;i<•~<i 'e · • - - -

El precursor de la caspasa-2 tiene una masa rríole"cuf~r:ci;i~18 ~b~~qUe al 

romperse genera 3 fragmentos de 32, 33 y 14 koa;{post~'J"iorme,~te:;se generan 2 

subunidades, una de 18 kDa (p18) y otra de•1Z;_~b~f(~~2):;se ha.demostrado 

también que el precursor de esta caspasa se loc~li.;:~t~r;tb''~;;'cÍt6~1asma como en 
';._;-_::." ->:º-?" :-;~_,_: .• - -(:"',,'~ :.· ,:: -:.-· : ·' . 

núcleo y que puede procesarse en ambos compa~irnentós<(Colussi et al, 1998). 

Esto sugiere que la caspasa~2 puede funclon'ar b$~;:~fe¿to~á. -

Se tienen evidencias del papel dé Ías(é::ai;pasasen la muerte apoptótica en . ·-., ·····---.::.- -·· ':.'. ··.·--·-_; __ . . 
modelos in vivo. La mutación del gen de laSC:aspasa-9, resulta en la .mUerte de 

embriones caspasa-9·1-. y_ d~feótos' en •'el\d~sá~rollo 'del cerebro de organisl'TI-os 

caspasa-9·1-, fenómenós a.saciados a la di~rrÚ;,1.H::Íó~ 'de la muerte celular durante el 

:::::~: Ei~:!?1if ~:?:~::~:~~~~~~~Etfi:: :":;'·z~¡~:. :~::·~;S~.:f; 
originalmente ideniiflcad~s .ene.l_geJ2í;a,d~ .~i~J~'dci insectos (Cl~r1'~ ~lllef} 1sg4), 

cuyos hornÓlogos en mamíferos' inhib~n lá•activ~~ión d_Él, l~s',Óasp~:S~i;y la muerte 

neuronal inducida por diferentes estfmulos:,:Esias'·frio1é¿ula's se~corÍocen como 
·· .·-- - ' -- · ·-.7. -,·; ·-~,. ·' ,. -;-.- ·-;-•-· · .. -;.-;o_,'---.·:º·.- .-·,:~'._',,'<;·.F.'·;;·-:;·_.~-~·•.;,.'~-,-,_-.. -·~·-·-· 

proteínas inhibidoras de apoptósis (IAPs) (Devérealix ;·et'ál, '1997; Roy et al, 

1997). La. habilidad d~ las'IAPs para regula-rl~ apoptosis en muchas especies 

radica en su capacidad de unirse e inhibir a algunas caspasas (Duckett et al, 1996; 
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Listen et al, 1996). En humanos XIAP, clAP1 y c1AP2 son inhibidores directos de 

las caspasas:..3, -6 y :-;-7 (Devereaux et al, 1998). Una característica im.portante del 

mecanismo de' aC::ción •. de~ l~s; IAPs ~s .que no .. pueden inhibir. eLprocesamiento 

catalíticó de p~oC::~~pasa-,3'iridU~ido.;.por otras tales como 1;;.•·,C:aspasa-8. Sin 

emb~rgo;.,inhibk~··~cii~ect~'l11~2te}a ,1<1~ ca~pasa-3·· .. acfrvacj.ii'..·· ti1o'qlle~rido :así·· otros 

eventos'. apailigú~c;;i~.:.s~···h~;(c:lel-n6~tra'ci6 \tanibién.··c1~ei-/1~.~ ü~F:.5,~1oquean 1a 

activació.n''.d~' 1<l•cas¡)a'sa~~· .. ·inducida p~r'citocron10 ~;:,previniendoasila activación 
de las c.é:li;p;!;~á°s;3·:·~6.t;~•((,~J~¡-~ii'ú~ _;;{a1: 1BSS);'. '·.·· >·> .'ft ?~>· '~ io•c;: •·· '( ·-

Todas estas moléduias actúan en''forma ordenada y. pe'íf~cta'.mente"cdÓrdinada 
regulando .1ª •muerte apoptódca.· acm~rerítes'.Xni~e-ie5 •. :~:e.ii_TC:iElcií;/ inhibien¿¡o.·· º 
activando el· próceso "1.poptÓtiC::b. oé:ldo que las 'casp<lsé:ls C::6nstituy~n 'é:'cmiponentes 

centrales q'i.ie. 'regulan' los~'-meC:arÍismos'ciet. estec:tipo'de'i;'.mí.iert~{-9¡,·· Llna''gran 

variedad de tipos cel~larés~ r~s~lta i~tere~ante d~te'rmin13r s.i 1a• • .:nuert~ apoptótica 

de 1as cé1u1as 9ranu1ar~s de cerebelo ccGc> ·inducida in vitr6 ~stá l11ediacÍa por 

estas caspasas~ 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

Se ha sugerido recientemente que el tipo de muerte que ocurre durante el desarrollo 

de las células granulares de cerebelo (CGC) es de naturaleza apoptótica. Estas 

células requieren in vitro la presencia de altas' con·c~ntradones de potasio (25-40 

mM) en el medio para diferenciarse y madur8.:r.:un f:lJe~to'~ue está determinado por 

la edad de las células. Exist~n evi~~llC,i_a.s::c¡üe,:~inc:Jic~n~~~ estas células mueren 

apoptóticamente cuando son priv<:¡a.;¡;;~d~"e'sta ;;;ti;;::¡l.11;,;~iÓn cfespolarizante (Galli et 

al, 1995; Ni et al, 1997; Cha,ng ~t~1.19~i; M~r~~ .;;t a1:~199e). Sesabe que las CGC 

inician l.lm1: de'perldei'Ícia:'dé:l::pot¡,¡¿io alrededor dei día 5 ih &itro, que coincide con el 

tiempo er'i''qú~;~~t~~s·6e181.;¡i''~eC:ibÉm i:i vivo' la. inervaCión de' las fibras presinápticas 

musgosas: í:>roveiíié~ies·;~e;·aí~kis re9ianescie1 cerebro. una prop~rción de estas 

fibras utiliz8.r1' al á~icf~ glutárnic'o como neurotransmisor. Esto ha permitido sugerir 

que la despol~rización -i~dl.lcÍda por el potasio mimetiz.;i l~s influencias tróficas 

ejercidas in vivo por dichas fibras y que esta influe~ci8.,e~ reql.leridá durante un 

tiempo muy específico en el desarrollo (Balazs et al, 1988):~ E~- ci'poyo a esto, se ha 

visto que el NMDA, un agonista de los receptores glútamatérgicos incrementa la 

sobrevivencia de las CGC en un medio con con~entracio¡.;e~ íla'~esp~larizantesde 
KCI. El efecto trófico inducido por la despolarización c~n·p~ta~iO•Y ei NMDA está 

mediado por un incre~entO en ras n-i~;eles .de_--cal~iO- ~r,·_tf8C~{Uí~'~: ,,_~":::,-~·e:'--'" -~-

Trabajos previos :realizados en nuestro labcitatb~ld h~;,;:~~ri-ri'.iti~d C:~r'i()~C)r~r 
que el tipo de muerte que se presenta en este tipo ci;;hé1ulas"ciürii:~t~~I él~ia~~ollo es 

apoptótico, sin embargo hasta el momento no se h~'J:,i:>ciicici é~i:8.bleci'erfc'.:~n p'redsiÓn 

:·::~:~:=:: ~::~:::~;::::::1::;~~~~~~~~1~~~~~~r::: 
intracelulares de calcio citoplásmico •indu8e/lJri':l"J1ai-céi8~.i~cr¿rri~nt¿',~n la'actividad 

de esta caspasa asociado a un aúmént~ ~n~ l~-~i~tesi~-d~ ~~ Á~~;·rT1~ns~jero y al 

procesamiento de la misma (Morán ét á1: 1999)3'Es p;bbabÍ~ ~J~·,~;.;:a ~e.;; i~ducido el 

proceso de muerte apoptótica ~ri CGG se promu~va e la>activación no sólo de 
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caspasa-3 sino de otras caspasas y todas en conjunto participen en la proteólisis de 

los distintos sustratos. 

Recienten:iente~se-ha~est~diado·· .• pa~e ... de Jélc~scada .de activación .. de 

::~::~;¡~~~;~~~~:,;~~~::;~;~,~¿r;~~f ¿;,~,"~º~1Id,f :;,~'§A~g:~"':: 
de_· muerte·.·como/lafestaurosporina/(STS);(un.,inhibidoqde;;amplio;espectro-. de 

prote¡.ín.as\~ifi~5:~;~:~~~()~~~~t~i;.i~~ll;~~~ttL~-~};:~~~~~~j¡;~~;~:~.~~~!-~~)l.~~~¡}5];71!i-~}['.1;9!; 
PosmantlJr .et al;oi199?); induce.·télrnbié¡-, 1a··m'ue~e-·por/él~'optosi!;dé;1as c:;G~ •.(Koh 

::9:1~·ª:9::~~:t::si~~1-~~1~~-l-~t6.~:;-~~;t;d},l:~;~-1~·~a~~f;f~:f0~7~:~'.i~~;;;X~:~:. 
procesos'· de sobrevivenciay müerte'de las GGc·· estárirel¡,¡cion'adÓs c?n1a .a:ctivación 

de vías dé según dos mensajeros''~ap~~es'·'~'e ~ctiva?'~l~unos típbsde·c:¡11¡;¡5¡,)~.p6r lo 

que resu1ta interesante exp-1orar e1 Í:>~;e1.cl~/1atsl-s calTio inductor de rT1uér1~·en este . 

modelo celular. Otras condicíoii~~ -c;c;11"16':1~;~"~po~Ícíón a ceramida, un C:o~po~ente 
de los esfi¡,golipídos, también iiiduc~~ Íilut\;;rte apoptótica en distintas prepar;;¡ciones 

celulares (Mitoma et al, 1998; Pi~g E;lt a1:'199S; Cock et al, 1998; Goswami ét al, 1.999; 

Jagjit et al, 2000) incluyendo las.(;G'cS <!~-kayuki et al, 1999). . 

No se conocen con _precisión~·1os mecanismos involucrados en-. la.muerte 

inducida por estos estímu16i( •. Así. · r€lsu1ta interesante determinar si diferen.tes 

estímulos de muerte 'apo
0

ptÓti6.;;;'pueden inducir diferentes vías. de activación de 

caspasas eri elmismo modelo~c-firi particular las CGC. 

HIPÓTESIS 

Si las células granulares de cerebelo muestran características de_ muerte apoptótica 

en respuesta a diferentes estímulos in vivo e in vitro, y d~do quE! se ha demostrado la 

participación de la caspasa-3, es posible que los tres.estímulos de mue.rte utilizados 

en este estudio, involucren diferentes vías de activación de caspasas. 
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OBJETIVOS 

1) Caracterizar morfológica y- bioquímicamente. el -proceso de .muerte que se 

observa en cultivos primarios -de_CGC-inducida por.estimules diferentes como 

la privación de estimulación despolarizár{te, Ira e'staurosporina y la ceramida. 

2) Determinar y caracterizar:-e1 · p'apel "C:le'alguna~ rTioléculas':·que participan el 

proceso de müe·rt~-~~~~t6tica·; e:ri, p8rtid¿'íar e(ci'e"ias c-.,;~8a;;a'S:.:1, <-2. :.:3, -8 y -
<. -: ''.: •• ,. "_;;~:·.>:·:::: \·:.:;:';;--,:; .:'· ·,~ < :· :. :\. ~! ',:,, :.-"; ·: .. ': \; ·> ,;:_·~:<•;').-:--?,.:::-:.:::".<>~:::: · .. ,_,. ,_,._,,'-'.::: :::.'. -·-... ·_·:.>· -' , -

9 en la muerte de estas, neuronas inducida por estos· estímulos:;: 
•/"-" -

3) Determiria/ia'l>~c.~enciade•activaciónd~,c~spása~'eíl Ía:rT1uerte· de estas 

neuro;,as-iñci'·¿-6i~a ~ar ~fécto. de Íá. priváciÓ~n'd~;,~-;~¡;;;uÍ;;¡¿¡;5~ 'cici;;pCÍlarizante 

(K5), cerClii;ida y la estaurosporina,' y d~térm'irira'r' la ;;aib'~ci~ ciEOI activación de 

caspasas qúe se induce por tres esÜrn~los' diteir~;,1!3';, en 'i.in ,. misrrio tipo 

celular. 

TES'.:S C~?~ 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de cultivos primarios de CGC. Se utilizaron cultivos primarios de CGC . 

de ratas Wistar de 8 días de nacidas (Morán y Patel, 1989). El medio de cultivo 

utilizado fue un medio basal Eagle suplementado con 10% de suero ,.fetal bovino 

inactivado por calor (Microlab), 25 mM de KCI, 2 mM de glutamina y u:~a 1solu~ión de 
penicilina-estreptomicina, 50U/ml y 50 µg/ml, respectivamente; La'.densidad'celular 

fue de 1.5 x 106 . Para permitir la adherencia neuronai, las 'caj~~'fu~~~º~·~~~:Jiariiente 
tratadas con 5 µg/ml de;poli-L-lisina durante 24 horas; 2o'ti6r~'~

1

'd~s~~.§'~\;e les 

:~EE:.:~!t!~~=~~~~;:r::~:1~~i;i;~{~~~ti~iit~~~;;r:.~~ 
1989). Después de 7 días in .vitrd ([),1\1)/ las; c?;élulas'is~,;.sc;;rnetieron 'a diferentes 

:::::~·~~::.::. ;::"~6,1#t~~1t~tt$~z¿~~1~~~~~*~~~~~i1~~~1~i~rcd~· 
altas concentraciones de' potasi()'<lo(25):y;~e frató'con' ~~t'.'lurosporina (Sl}3;0:5 µM). 

Los experimentos se.re~1'.~~~~r:·i:~Jf~r~:6.~~~~;~¡;¡~~i~~;§,~i~~¡~jz*'i1?!.ir!~~~'.ó~ici.= ·~~:' 
tratamientos (1, 3, 8, .12 y24 h()íª;;>)' E~ 'otros experime'ntos las:célúlas se•i.ncubaron 

lf ~fif n~~~b~I~t~~~:~l~~!i~~¿~~~~;~:~~~~tti:~~~~ 

~t~l:~t~~~!f f I~lillif if~!f l!f l~i.~1~:~1~~~ 
37ºC. Posteriormente, se procedió· a' aspirar el medio rned.iante vacío y se les 

adicionó 1 mi de DMSÓ al 100o/o en e;;, c~al se ~olubilfzó ~I azul de formazán 

incorporado a las mitocondrias de las células vivas; Posteriormente y mediante un 
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espectofotómetro se calculó la diferencia entre la absorbancia de la solución medida 

a 570 y 630 nm. Los resultados se expresaron como valores relativos del control. 

Paralel~ ¡;) estos experimentos se realizaron. ensayos de MTT para conocer el 

efecto de' inhibié:Íares ~ipeciftcos:'de casP~sas: A lo~~ 7 DIV~y ,bajo":l~s .mismas 

::~:~c:~7~Jt~~lrEz~~:~¿~~~~J~\~!~"~~&fi~t~~~~t~~t,~~;;z:i~~:;~,~1~:i~~;i~; 
o ST~) y:'simlÍlta~~arne~te, se sometieron al tratarnie11to.con'lo~··ciif~rerí.tespéptidos 
inhibidorei :~i~ 'c::a;,;~~sas a una concentración final de 1'0·4~:~(l_~~~i;~j¡¡ciaci ·celular se 

evaluó 24'tioras después de la aplicación de los tratamientos•;:;:,·,· 

Los cultivos celulares se fotografiaron minutos .ar'itei~;de.realizar los ensayos 
,,.·;.·.· 

de determinación de viabilidad celular. c.F··.·. 
Determinación de condensación de núcleos en CGC (Tinción con Hoechst 

33258). A los 7 DIV las CGC se sometieron a los distintos estímulos de muerte 

utilizados en este estudio. A diferentes tiempos (3; ·8':~·.~·~2 ho;as), se lavaron las 

células con PBS y se incubaron con el colorante Hb~6h~ÍC33Z58) (1 µg/ml en PBS) 

por 15 minutos, posteriormente se fijaron con pa.rat6~:f~1déhido al 4% durante 15 

minutos y se.lavaron nuevamente con Pss,L.~s·p~r~~·.ii[~"~f6;,':;sse observaron en un 

microscopio de. luz invertido.utilizando.un rnfr(:; d;;; t1Goi~~8~ri~ia; objetivo 40x. 
_-_-.,.:,:;'..--·· °<:l _-¡:..:: __ ;·~; ... ,,.-.--.• :;>--- '•::: --.~_.;:_~-;:. _·.-·:;-· 

y 0.1% de CHAPS, en presenclad~:1µM deplVls~.(phenylmethylsulfonyl fluoride), 

2 µg/ml de aprotinina,. 1 µ~/mi el~ ;~~~t~tln~·:}"'S"'µg/;,,I de leupeptina CGC. La 

actividad de caspasas se deÚ;;rtlir=¡Ó ~o~ un método fluorogénico (Thornberry, 

1994) en un espectrofluorómetro (Luminescense Spectrometer AMINCO·Bowman 
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Series2, programa de computadora Y-3057, versión 95) a una longitud de onda de 

excitación de 380 nm y de emisión de 460 nm. 

Análisis de proteínas (Técnica del Western blot, WB). Una vez cÓinpl~tádos.los 
tiempos de los tratamientos, las células se lavaron con PBS y homog~niiaron en un 

buffer de lisis pH 7.4 que contiene 25 mM de Tris-HCI, 50 mM d¡,;~N'~·(;¡:-N6r1ídetP-
40 al 2%, sos 0.2%, y una mezcla de inhibidores de proteasas;·'i:>C>steriorm~ni:e se 

sonicaron y centrifugaron a 3,400 RPM (revoluciones por ri,i~fiiC>)·~~""6ir'.2o'i+ai~Jtc;s a 
- ~ . '. -· . , < o.. . . ,.;-.'.. ''. . " ,._ •r.·. •. < 

4ºC y se sometieron a electroforesis en geles de poliacriláinici'á'(á/12 'ó:'15 %, 
-· -<'. :, .. ·- .,..,' .- ., .: - - . :,·-:.::--·-- _ .. ,. 

dependiendo del tamaño del fragmento) en una dimensión.de ád.1erdó.ái.méfoci6 de 

Laemmli (1970) en condiciones no desnaturálizarites (1007~C>lts, 3~hci'ras): Úna vez 
" - . - ·. ·_. . . - , ~·- ' - -- . : -- .. ., . ., -

concluida la electroforesis, los .geles se transfirieron· á ··filtras':de~i=>\iDF y se 

bloquea~on con un buffer de Tris-HClfTwe~n 2o (TTBS) (1 C:Í() ;rÍ1Nt '¡j;¿·T~;s~HCI, 150 

mM de NaCI y 0,1 % Tween, pH 7.5) c'c:íílte~ienclCJ 5% de 1E:!ch~ d~sC:rema~a por 3 

horas a 4ºC, ·. posteriorm.ente se lav~r6~ ~on>TTBS:'y s~ iri~Lí)~r6n c:'on los 

anticuerpC>s ·(obtenidos.comercialmente, "';;;r detalles en_arU~u1C>) ct:>irefsponc:Íientes a 

las diferentes proteínas a identifica~; posteriC>rrrl~ntef, ~e incllbar<Jrí c<Jn anticuerpos 
.. •. .: . • • ···•·' •• ·;v~ - -·. . ' - • . - • . 

secundarios. acoplados a tosfatasa alcalina. L'.<:>s·.:filfros•:se: revelaron .utilizando un 

sistema quimioluminiscente y se expusie~on;'. ~<·p~lí~lila~ Kodak XAR-5. La 

concentraciÓ.n.de proteínas para cada experimen1:c)sedeterminó utilizando el método 
de B-rá-~:ú·~~C~f\{1_~·9-76). ,.,,o.--,-·_-_, 

,· 
"' ' . 

Técnica para la obtención de fraccio·;,_e~ /.~ito~~Ucas y mitocondriales 

(Fraccionamiento celular). A los 7 DIV, las CGC se'sómetieron a los diferentes 

estímulos para inducir muerte apoptótica. A Í~s'3, 6, 8, 12 y 24 hor~s después de 

la exposición a los diferentes trata.mientas·; las células se lavaron y se 

homogenizaron en un buffer para frac.cionamiento celular que contiene 1 O mM 

Tris-HCI, 0.3 mM de EGTA (ethylenebis(oxyethylenenitrilo)-tetra-acetic acid) y 0.25 

M de sacarosa, pH 7.4. Los homogeriados se centrifugaron a 4282.2 rpm (5, 100 X 

g far) por 1 O minutos, posteriormente se tomó el sobrenadante y se centrifugó a 

12, 111 RPM (14,500 X g) por 30 minutos a 4ºC para obtener una fracción 
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mitocondrial (pastilla) y una citosólica (sobrenadante). Las fracciones 

mitocondriales se resuspendieron en el buffer de homogenización. Posteriomente 

se determinaron~loscnivelesde proteína de.cada una de las fracciones para los 

experimentas de WB. 

Análisis estadístico. Los datos están expresados como promedio ± la desviación 

standard, y la significancia estadística de los. datos obtenidos se ·determinó 

utilizando una ANOVA de una cola con una p < 0.05. 
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RESULTADOS 

EFECTO DE LA PRIVACIÓN DE ESTIMULACIÓN DESPOLARIZANTES (K25-

K5) Y ESTAUROSPORINA (STS) EN LA MORFOLOGÍA Y SOBREVIVENCIA DE 

LAS CGC 

En estudios previos se ha observado que las CGC mantenidas durante 7-8 días in 

vitro (DIV) en un medio con concentraciones despolarizantes de KCI (25 mM; 

K25), mueren de manera apoptótica cuando son privadas de estimulación 

despolarizante (K5); Se ha observado que esta muerte depende de la 

cC>ncenfración de KCI {f0brá_n etal., 1999). Se sabe también que la STSinduce la 

muerte de las. c8c:;; ~óshfros; confirm_amos 'aquí estos_resl.lltado_s prev_ios y 

~~~~~lf ~f itll!l~llll~iiM~i~i\~~~~l.{íi~~¡ 
porcentaje de la población n~'úronal qüe "se hizo evidente 24 horas des¡:>ués;de la 

áplicaciÓn de.los estílTlufosi(l';igl'.i'f~'.2 de ~rtículo). _En los cambios:·:n~rfológicos 

observados pblaajsom·a·~·t~ictaas.·.·.~.· .. _~y·c.~.·.;_ •.•. ~~a.,:~d)e·_:.~1.í9~a:~z··~a·'~m:_";_ •. ~,·e~n•·.;.tpo•·.··~ .. ey·d·e.·f· nr .. a· 9_ampreenctiaacr.10·ínrregularid~d~s'•en-'.la membrana . . de"; 1();.,l".,·~¡~C:esos. 
Después de 48 horas de)a iapflc¡;idÓg·de ambos estímulos,. los c~ltivo~:'fri(:l~tr'aí-on · .. 
muy pocas neiuro.,ai'e~·.·1:i·~~n~~t;do! un~ 'ausencia total. de pro~;;;;¿;s~~j'Jíla. gran 

cantidad de res¡c;~:c~i~l';;;'~éi~~->;:'·~~? •• ~, ~'>.·.·.. .... ·.· ... >> > '.> '· ... ·'".· •. :· ._, ·:.· •·· .. 
~~ ~~-

Esto~. ~i;;~Ci1i'a.d8~/~~ (;c);..¡fi~if ~;c;¡.;. ~·I determinar. la viabilidad celular a'través 
;. ,·., ., .. ,·~-- '.,,,·,.'-·_,.:·':-'"(:·.:.:ce.:·.--·-:·::·--,·.·· ... ·,_:, ... _,·,·:.···c,,~\-·-:.·:·_,.·. ;.-~ ·_ . .-,. ··.·- "/,:;:_:_ ., __ ... ~>'.-~·:' , 

de la transforrnacióf1' dé.' la s;;;¡l ''.de tetra:zolio ien ¡;¡zul' de} formazán • (l\/ITT) ·· por··· 1as 

CGC. Baj6concllcii'6~_~;;"~~;K:5\'y'.STs~';;;bcio~!r;,i;,,c;s·~n~.rei:luC:~ió~'~~·.1~ viabilidad 

celular. c:!e apro>Cimaciamerite Lin 'soo/a: a 1as
0

24 horas y d~ un 73% después de 48 

horas, cuar1cio filercSri:C:ompCliaci"'s C:on e1' cor'ifrol c1<2s> (Figúra 1 de articulo). 

También se observo que la muerte de las CGC inducida por STS, es dependiente 

33 



de la concentración (inserto). Cuando las CGC crecidas en un medio con 

concentraciones despolarizantes de. KCI (K25) ·durante 7 DIV. fueron tratadas con 

0.05 µM, 0:25 µM, 0.5 µM o 1 IJM de STS por un período_de 24chorás, la viabilidad 

celular.se recÍi.ijÓen Un 1 Ó730,scr'~70%/r'especÍi\famellte(f°i9~ia 1;de artículo, 
. . ' . ' . .. '. . . . . '·'~ ~ . . . '·•,, . _:; .. , . ' . " . . : . ' ' . ·. ' . 

inserto). La•• STS. ~tili~ada atina concentl"8;ciórt~~e·o.~ 'iJf\-1.-.. indujo:una'di~minuciÓn 
en la .vli:bilid;;)c:Í c~I~¡~¡. cl~ l.Ín :5Q ,y,'ao'oÁ,:'~e~'P,~Éis d~ _u~ i~~a()do,C!,ei-,2'.4:v;>is horas, 

~:s:~:~v:~~~~d~~~q;l-l~~~8;~~?~rK~11~cin~~:~~~-1~~~~~~~~~~;~,~~~~'iódl1~~1~ 1: 

vial:Íilid~d cel~lar del BOo/o e~ al11i:ícis';c~s6s, 24 horCls de~~~~s de 1'a apÚca~ión del 

tratamiento. La concentración de STS que se utilizó en este estudio para la 

inducción de la muerte fue de 0.5 µM. Asi mismo, los experimentos de privación 

de estimulación despolarizante se realizaron cambiando el medio de cultivo que 

contiene 25 mM de KCI, a uno con 5 mM de KCI. 

EFECTO DEL KS Y LA STS EN LA CONDENSACIÓN DE MATERIAL NUCLEAR 

DECGC 

Estudios previos indican que la STS induce la condensación del material nuclear 

(Taylos et al1997). Para confirmar que el proceso de muerte que se observa en las 

CGC bajo estas condiciones es de naturaleza apoptótica, se realizaron tinciones 

con el colorante fluorescente Hoechst 33258, que se une_ de_ ·manera -selectiva al 

material nuclear. La figura 6 muestra el efecto del K5 y la STS--en la condensación 

nuclear de las _CGC,a lasiS•(A) yi12 (B)-horas de~pués d_e.Ía ~plicaciÓll de los 

trata~Íéntos. colTlopu_~cl~;"()~~~~a~se, ~ª 1as_8:Foras _ 1~·5 _9~_1uj~~;:~~f5-~ticj~_~I-á los --

estim~16; del_ muerte no, pr~~~htan'cambios importar'ltE;l~:~;:;-e_1 •. rn~tk~i;,¡I nÚC:lear en' 

comparación con las 6é'1u1á~ ,'c6~trol, en tanto qúe a 'l~s 12 tíC>r~s-~~''~i~~E!n~ia de 

K5 y/o STS, lo~' núf1~6-~---~e;_las células present~~--c~0d_~11scí6i~~ d~ cromatina, 

confirmando. así los repÓrtes -·previos que describen el : fenómeno cie muerte 

apotótica en cél~I~~ ~,;~~~Íare;; de cerebelo 'inducid~ ;pe~ el K5 (O.Mello et al, 

1993; Morán et al, 1 S9e)y ia $Ts (Taylor et al, 1997). 
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Figura 6. Efecto de la privación de estimulación despolarizante y la STS en la condensación 
del material nuclear de CGC en cultivo. Cultivos de CGC se sometieron al cambio de medio de 
K25 a K5 (A) o se trataron con STS (B) durante 8 y 12 h. Posteriormente se tiñeron con Hoechst 
33258. Los cultivos muestran en ambos casos una población importante de células con la 
cromatina condensada 12 horas después de la aplicación de los tratamientos. 

ACTIVACIÓN DE CASPASAS POR KS Y STS 

Actividad de Caspasa-3. La actividad de la caspasa-3 se midió utilizando Ac­

DEVD-MCA a diferentes tiempos (3, 8, 12 y 24 horas). Con la utilización de este 

sustrato fluorogénico, preferencialmente reconocido por la caspasa-3, se encontró 

que el máximo de actividad de esta caspasa se alcanza a las 12 horas después de 

la aplicación de ambos estímulos de muerte (Figura 3a de articulo), observándose 

un aumento en la actividad de la caspasa-3 desde las 8 horas. Después de 24 

horas se observaron niveles cercanos a los medidos a las 3 horas. Estos 

resultados indican que ambos estímulos de muerte inducen la activación de la 

caspasa-3 con un curso temporal similar. 

Para corroborar estos resultados, se evaluó la actividad de la caspasa-3 

determinando el procesamiento de la proenzima mediante la técnica del WB, 
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utilizando las mismas condiciones experimentales (Figura 3b de artículo). A partir 

de las 3 horas después de la aplicación de ambos tratamientos se observó una 

banda de 17 kDa;(p17) que corresponde al fragmento.proteoliticamente activo de 

la caspasa-3; obs'ervéndose un aumento en la inten~idad d~ I~ t:iClnda a las 8-12 

horas. Estos·res·t..i1tad~ii. s~ 'confirmaron midiendo .la•densidacÍicÍe la banda de 17 

kDa ·.en dada ;:¡r,:c;'fci~'io'i tiempos analizádos (Fi~~r~J3t;·.~·e;f~jfí61'.:io)~ Uno de los 

sin 

horas (Figüra·~3ci del articlilo)~:~Estos'dátas/confirman la participación de la 

caspasél:-3 de ITH3nE;?;.;;·simil~~ en 1.i. rri~erte ;po~tÓtiC::a détc<3c i~d~cida. por ambos 
;" - ,.., ; '<' . •' .· '•·-e\· ' -

estímulos. 

Actividad de caspasa-8. Existen evidencias que Índl~Cln que I~ caspasa-3 puede 

ser activada por las caspasas':.:a y. -9. ante difelre~tl:'l~ e::iu~~l?s d~ • ~uérte: ··Para 

determinar si algunas de éstas pl.leden ser activadas µc;r los e~tírnl.11ós d~ muerte 

utilizados en este estudio, y para.determinar iLati;iGn~ el~ ~n'as·,e~~réspon~able de 

la fragmentación y activación de la caspasa~3. Jsé ;:nic:i_féi;;;;..; las: actividades de 

ambas caspasas. En el caso de la C::aspasa-8; se l.ltilizer~1''p\~ptido Ac-IETD-MCA, 

preferencialmente reconocido por esta caspasa/L.c:;s . r~sultados mostraron una 

ligera activación alrededor de las 6-8 horas después de la aplicación de ambos 
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estimulas (K25-K5 y STS) (Figura 4a de artículo). Sin embargo, son notables los 

niveles basales de actividad .de. esta caspasa en las células control (K25), en 

donde se esperarían niveles ba;sales b~jos', cC>riio'es el_~aso:de las_otras caspasas 

medidaseneste'·eshidlCl .. ·Er,icC>nt~~+dsUna·red,ucción~e~la.acU~idad,con respecto 

al control,'. a'': la~; 3\hoÍas·~ ci~ ei~posiciÓ;:.; ~on; 1C>s ·tr~i~~i~nt8s Lseguid~ -por un 

pequeña·· i~cr-J;~~nto .• e8}1a~.:ic~iv_idad\~~~i?'Jést~ éle2~ -;he) ras' la_'.~:C~ivid_~ét· -de esta 

f ~~~~~~~i~~;~~;~=~~¡~l~~f~~Jitij~it¡~~i~~j~~~~~~ 
~:~~~~~~1~~~~~i~i~~~~~i~~l~rfü~i~tA~\~~~~t~1~ 
los niv~le~ de fragmentación (Figura 5b de artículo); ~¿~5~¡~~:;'el:t'i¡,i~ifi~r~t~ a~tívo 
de está caspasa (p1 O). Estos resultados fueron co~firr;'.{~dd~';al medir la densidad 

de la banda de 10 kDa (Figura 5c de artículo). 

Actividad 

utilizando 

de Caspasa-1. Los niveles de activación de la caspasas-1 se midieron 

el peptido Ac-YVAD-AMC, reconocido preferencialmente por esta 

T:~sIS e~:-~ 
37 FALLA DE OH.IGEN_j 



caspasa. Los resultados obtenidos no mostraron ningún cambio en los niveles de 

activación de esta caspasa en ninguno de los tiempos medidos (Figura 7A'y B). 

Estos resultados, se confirmaron al -·determina.r, los_ niveles ::éle '-fragmentación de_ 

caspasa-1 mediante WB. Ninguno de los dos elitímulos indujo la activación de 

esta caspasa (datos no mostrados). 
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Figura 7. curso temporal de activación de caspasa-1. A) Cultivos de CGC se sometieron a los 
diferentes estímulos de muerte (K25-K5 o STS). la actividad de la caspasa-1 se determinó 
mediante el rompimiento del sustrato fluorogénico VVAD-AMC a las 3, 8 12 y 24 h después de la 
aplicación de los tratamientos. B) Determinación de los niveles de fragmentación del sustrato 
fluorogénico YVAD-AMC en homogenados de CGC a los 1 O, 20, 30, 45 y 60 minutos después de 
la aplicación de los estímulos de muerte. Los datos mostrados son representativos de 4 
experimentos diferentes. 
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Actividad de Caspasa-2. Existen evidencias que indican que la STS induce la 

activación de la caspasa-2 en diferentes tipos celulares y que esta caspasa puede 

activar a la caspasa-3. Paradet~rminar-si este'fenóf11e~o de activación secuencial 

puede induciÍse en .el. m~d-~lo deléls CGC, .se midió l¡;iacti\Jac:.ión de.·la caspasa-2 

m'enorque 
.!_ -~.).; ''·=. -~ .-·; :,-;:_; , 

,_ ." ).:-~ ·-·.",;:~-.<>--";. ;_/~:::,_-~,-, ,,. ~ ,·::':'.:';, ·.:.;;.' 

·ws. 

·activos 

las 
~- ,_, .. ,;_ 

STSY(p18) 

;i~:~~l~f. :~~:!8~~iif~1!t~?~~€i~~~~~~~~1~ff~~~~ 
claro el aumento en 1C>~ f¡iJ~1'e;; de prot~ín~\jel fr~gr=:iento ~"~~iJ6'~1f3 ci¡f cci~pasa-. 
2, inducido por. ST.s .. :.: ,;>x<. - ·.>: . .:··.'.,; ·.-·\ · '' >¡ --- :>'-• ; .. ; .. :' -:: >··-, ·:... :::-.- ·_ .. -._(·. :'..';:.:-.:~. \~r-~-::·: ___ ; _ -. ' ;:.·•. • .. - >·······. ·• ·.·.· .. ·. > > ·r-·-_; 
Translocacíón de citoérÓmo e~ :?~~-ih~; ~rCÍp~~st6 qúefullo d~ ··.·los . mecanismos 

relacionados "' la fra~rnentacíó'n y actívación'de 1¡;i'¡)l"oca'Spcisa.:9: es la· translocación 

del citocromo c dÉ:i 1~ rnit~ccí~c:iria'a1 c;'ito~Ó1. l.a tÍ9~~a'7~ (v~rartículo) muestra que el 

K5 indujo 1m.,idisrl1ínución e~ los;;i\/eles C:t~~sta p~Ótt;ína'e~ la fracción mitocondrial 

de CGC, teniendo niveles de reducción máximos a las 8 horas después de la 
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privación del estimulo despolarizante, en tanto que en la fracción citosólica los 

niveles de citocromo c se incrementaron ligeramente alrededor. de· este tiempo 

(Figura 7b de articulo). ; Para. el o caso -de la STS,~ los' resultados o most~aron una -

marcada reducdón e~ los niveÍes de citocromo c de la fracción mitocondrial 6 hora.s 

después de la aplicación de la STS, estos cambios correlacionaron con el 

incremento a las 6 horas, en los niveles de citocromo c de la fracción citosólica de las 

CGC. 

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LAS CASPASAS EN LA MORFOLOGÍA Y 

SOBREVIVENCIA DE LAS CGC. 

Para confirmar el papel de las caspasas analizadas en la muerte apoptótica de las 

CGC inducida por KS y STS, se estudió el efecto de inhibidores específicos de 

caspasas en la morfología y en la sobrevivencia de las CGC (ver métodos). Las 

figuras 9a y 9b (ver artículo) y muestran la morfología de las CGC sometidas a los 

estímulos de muerte utilizados en este estudio (K25-K5 y STS) y el '3fe'~to de los 

diferentes inhibidores.de caspasas e~· la miJerte ápoptótib~ def;~t~s;cié11'.í1~'~3.t\' las 

24 horas después:'de~,laSapÍi6apíÓn.:de los trata'ITiient6s,•,los}cG1ti~~s'.Jdé ;c~c 

~~~;~~~:i~~~~r1~~~1~r~r~~~Wl~~~~~~1~&~~1~~~t~~ 
i~~1~,~~±B1~~t~i;~~~~~~i~~~ti!f SF11Vi~~B~~;f 
efecto en.la inhibición de lámqerte ceiular-de los cultivos con KS. En el caso de las 

células tratadas ·ca~ STS+VÓVAD (Figura 9b de articulo), la morfología de los 
·, ,~ ··" . ,_ -:-~ .. Y",'. ___ ., ;.· - . . . 

cultivos mostró'un 'aspe.cta•'muy·similar al observado en las células control; el 

péptido inhibldor de la C:aspélsas-9 inhibió también la muerte celular de los cultivos, 

en tanto que los inhibidores de las caspasas-3 y -8 no inhibieron el proceso de 
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muerte inducido por la STS en la morfología de las CGC. Estos resultados fueron 

confirmados al determinar la viabilidad celular, (MTT) .de las CGC bajo estas 

condiciones experimentaies (Figura .aa y 8b de articulo). ºº 

6ado C:iu~'en:,·a~bos rriC:icie1ol;';\~e muerte' es clara. la participación .de la 

caspasa-30 se'~~~luÓ;ei ~f;;;btb' d~' c;;.:ciá'\Jno de l~s iÍi,hibidores Cle'~st~s ~aspasas 
.· .. > · .. t- ,\;:'·'.. --. ':'.:: ·~- < ,: ~ ::: . ·. -~'-; ,'.·.·_'._ <·_;.: ,::. \: .. :~~ - ._.; :· ~ :; -::-~: .• ::~: -. : ~·;-· .':'. :~ -~ ~:·::.:· ;;,:·:~'.; .: ·,·:; .. °'-: .i,<(- :.. .. .:~,\~. ' ¿'·:_'.'.( ._ <:> : .. '._: : .. ,, .. ,: . ..'':::~-:' .. :: .. ~.,_;. :. __ '.·_- ::. ... : ',•' 

en combinación :c,on,e1;In~ibidor,de:1a • ?aspas~-3/ erí>l<(müert(:; • ap?ptótica)de las 

:;:tN~~~~Wi:J~~~li&~~~r~r~#~[~~~~~~~\~~i~~~TI~~:·:: 
horas·c~'rtlci~;'\i'ihibi~~6'íii;:~:L.E'8'6'ióé.v'&:ic'Hó)'T¿;-,ci~B~RE;l'i~6~.g'á~)Üi~;:; iiiciucid"1 por 

. ~h;:i1~~};,t,~;~~~t%~~~~~~f !i\~~f t~~f l~f f !f 11~~::=~:=~~~: 
combir1él(;ic}~e~ de los inhibid~ie~JrY~~¿§{:i2%y§~'.éB(:)1.y LEHD/DEVD-CHo, 

mostraron un efecto important'einhÍbiencjO'f1a,':'rrlu~rte~indtÍcida por el estímulo de 

muerte. Nuevamente, la combinaCiÓ;, 'd~iií'~~·:i~'gibi~~res IETD/DEVD-CHO), no 

indujo ningún cambio importante. 
~~.;_~·' ... \ - :y.<~-- ... , ,. ~;,. .. . '• -· ... ;:._ • " 

. -·':·:;-·- ~;-:¡<~ ~~;::··~::,.~0-.·. 

Asi mismo y para determínclrJ~1 ;eie-6io?JE;~j~~· péptidos inhibidores sobre la 

caspasa-3, se determinaron, los •n'i~e-1~~·;.¿j~fr~i:'tív~ción de estas caspasas en 

homogenados de CGC tratadas·~co~··~5-iÍ~~~TD~.cHo, KS+/-VDVAD-CHO; KS+/'."" 
"-'";'. -.-~-~,.·,·._•:,1·.-~;.;.-··.:-0_.·.·:;_··1;:.'.· .. ,,c-,"-'.; .. _:·.->··::~::·.::,,;,: .. ;._·.:o, . ·.,---·,. . -.- _ .·:·. :: _ :. ·., .... -·_:· _--~- ·. 

LEHD-CHO, K5+/-DEVD;···,STS+1.:1ETo.:.cHO~iSTS+/-VDVAD-CHO.~STS+/-l:EHO.;. 

CHO y STS+/-DEVDpor 10.rl~riiii(ci~1:6'i'1"1tíl;'b~M~ci~s)c'.. ••.. ;'.•· \<········ 

::~::::::~:::~~;~,1~J~13i:r¡~~~~¡~z\~~~~~i~JJ;3;~~if ~É~':HJi:: 
cuando ··se IndJce ~;;~· s"J-.s;•·· Est()~(re~ult~cld~'.6o~fir~~~:1~'.'e~i~i~n~i~··,cle·' una 

activación seci.ie'ncial ~··dé caspas as y la .•... partic;;ipación . de··.• diferentes vías de 

caspasas inducidas pÓ~ dC>s e~tí;nul~s difEOlre;,tes, Ell KS y la STS, en un mismo 

modelo celular. 
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KS+DEVD/LEHD-CHO STS+DEVD/LEHD-CHO 

Figura 8. Efecto de diferentes combinaciones de inhlbidores de caspasaa en la morfologia 
de las CGC. Los cultivos de CGC se sometieron a los diferentes tratamientos (K25·K5, STS) y se 
incubaron durante 24 h con los diferentes inhibidores de caspasas. Los datos mostrados son 
representativos de 5 experimentos diferentes. 
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ANEXO 

EFECTO DE LA C2-CERAMIDA EN LA MUERTE APOPTÓTICA DE LAS CGC 

El objetivo central de este trabajo fue caracterizar las vías de activación de 

caspasas que se inducen por estaurosporina (STS) y K5 durante la MCP de las 

CGC. Estos estudios muestran que ambos estímulos inducen la MCP mediante un 

mecanismo. apoptótico que invo.lucra la activación de caspasas. y. la liberación del 

citocromo c. Sugerimos· tan1biémqu.e •. en'la •. víadE?··~ctivélción 'de caspas a~. índuc.ida 

por STS. la casp~s~::2;podria-~ctÍ~a
0

rs~ 
0

en las'fa~ei.-inlbiales, ~n tanto que en ,el 

::::
5 
:r~t~!~lf'.:~~~-#~~~=~t~~:~e:~~-·'~~;·!á'·~ú~;ib~;~J;f!~.~~'~-~~~·a~;! ~~:~~c:~~ación.cie 
· Pa.~~1.~t~.·~~~~f~: .. ~s~.~~·i·~.~.~~;~~?1i~d~~~¡i·~~B~ri.~.;,qi~.;!,r.'~~~;I~~~!=rí!li.~~r. si un 

tercer .esUmlllo-d.eJmuerte'pr,o.ITllJe\f~•el/procesO'apoptótic~w:la.;·a.c:tivación de 

::·:·:~~F.i~f ~~~~it~~~!!fa~I~:~::ni~Á~tl~~~~f i·1::~;~ 
~::~:::t;~f jt~~\~hr;~~f r{~!~:t:t:,;~?.:s±~~~t~~ft~rj~~::~ 
al, 2000) .. La c2?~efamlcia'~s u.; análogo· de la ceramida endÓg~n.i'y i~·tla ~tilizéldo 
ampliamente.cornb inductor de MCP de tipo apoptótico; en é~C 'ié ;.;a~e q~e este 

proceso ap~optóÜC:o es dependiente de la concentración ydel tiE'?rl1¡:>º:~e exposición 

de la C2-cerél~ida y del grado de madurélción celular (Takayl.iki et ~(; 1}~99). 
En ~ste estudio se realizaron experimentos en l()s cuales se utilizó ICl C2-

ceramida' e.orno estimulo de mUerte en cultivos primarios de' CG_C:' Así ~is.:no, se 

midieron los niveles de ;;ictivación de diferente:;.- c~spas~s: para d~termi~ar su 

participación durante ~lproce~o ~.e 111uert~de estas células'. Para ello se utilizaron 

cultivos píima~ios d~ c<3é dÉn~~~ Wist~r de 8 día'S' ci'e ~Clcidas (DPN) (ver detalles 

en Materiales y flllétod,~s. ~a~: 33)~ A los 7 DIV, las células mantenidas con altas 

concentraciones de KCI se sometieron al tratamiento con C2-ceramida (40 µM). 
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Los experimentos se realizaron a diferentes tiempos después de la aplicación de 

los tratamientos (6, 8, .12, 24, 28, 32,:40, 44 y48 horas). Se determinó el efecto de 

la C2-ceramida en la morfología y viabilidad ce1IJ1ar a través de la técnica del MTT, 

y se evaltlÓ ·!31·•.efectoC:te'ull irihitJidCJr.gei;,ecra(decasJ:,'á~as.(ZVAD-CHO) en la 
• > ~ • ( • • •)-' T • • - • ,_•' : •<'• - '" \, ' ,,. ,•.- ' • • • ' • '- •'> ' ~ • ' ' • - ' ' " •. • ": ,; ,- - • '•" - ' ' 

inhibición dela·müerte'·celular inducidél por,9~-c~ra~idél. ~e midió.•la acti"'.ídad de 

las caspa~~i-:3 •. ~2; ~8 y.~9· ~·di~er~·;:;i~~ ti~mí:)~5;'.¡p~i~e11o's~ ... uÚ1i:iaí:oll.s.'.istratos 

~:::l:~~~it1i~t~ª}~d·~~t~~t!t:~\~~Jr~~m,i~:0z~~¿~zt~irri~:~r: 1~~~~·:á~1~~11:: 
mediante la·· técnica del· western blot (WB) bajo las mismas condiciones 

experimentales (ver detalles en Materiales y Métodos). 

RESULTADOS 

EFECTO DE LA C2-CERAMIDA EN LA MORFOLOGÍA Y SOBREVIVENCIA DE 

LASCGC 

En este estudio se determinó el efecto de la C2-ceramida en la morfología y 

viabilidad celular de las CGC. A los 7 DIV, las CGC crecidas en un medio con K25 

fueron tratadas con C2-ceramida a una concentración de 40 µM por un periodo de 

24 y 48 horas. La figura 1A muestra la morfología de las CGC, en donde puede 

observarse que 24 horas después de la aplié:::ación'del tratamiento, lá.morfología 

de estas células no muestra cambios importantes ·conrespecto.al control (K25); 

sin embargo, a las 48 horas se obsel"Vó IJn pro6~~6 deger:..er~Úvo·irriportá~te. Así 
... ·--- - ,_,. __ , --- ,··:_!~-~"'"'' ___ -,.._:c_J_-'" - .• __ - ,,:,_• - '·• ·-- ·_/_ , __ ,"' - ·'- . - •. 

mismo, el inhibidor general de. cr;i:spasas;'.Z-\/í-\º· inhibió,significathiamente Ja 

muerte de las CGC 48 horas después d~ fa ~pli~aciÓ~ del.t~élt~mierito (Fig.~ra :ÍA). 

Estos resultados se confirmaron ~I dete;li-iiri~?I~ \tiabilidad .: ce1IJ1~~ ~ediante la 

técnica del MTT (Figura 18);.24 tí'i:fr;;Í's•de~~~~s:de;laaplicación d~diferentes 
concentraciones de c2-Cei"1mÍda}(s,ii.iM: 10 JM .. 3o.µM, 40. µM y 60. µM) se 

.· ' .. , -- .. ;, . -·. -·-- •' .,- .. · ..... •" 

observó una disminudón en la viabilidad .celular del 20% en el caso de las CGC 

tratadas con 30. y 40 µM (Figur.'1 1 B): A ~na concentación de 60 µM, la viabilidad 
. . 

celular se redujo en un 50%. A las 48 horas se observó una disminución de la 
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viabilidad de aproximadamente 25% a una concentración de 3 y 1 O µM y de 60% 

a 30 µM. A concentraciones mayores de C2-ceramida (40 y 60 µM) se observó 

una disminución en la viabilidad de aproximadamente 70 y 90°/o, respectivamente 

(Figura 1 B). La concentración de C2-ceramida que se utilizó en este estudio para 

la inducción de la muerte fue de 40 µM. 

A 

B 

C2-ceramid• 4Bh 

c:z-ceramlde 2'h 

--.,. :; .z.:~~... .~_ 

.· ·"':"r~~;.~ 

:: :-~, }~\~--~·~·,, -~~-~~ 
C2-ceramlde+ZVAD-CHO 4Bh 

!1:~l~~E~~~~~~·l 
C 3 10 30 40 60 pM 

C2-ceramide 

Figura 1. Efecto de la C2-ceramida en la morfologia y muerte celular de las CGC. A) A los 7 
DIV los cultivos primarios se trataron con la C2-ceramida y fueron observados en un microscopio 
de contraste de fases y fotografiados a las 24 y 48 horas después de la aplicación del tratamiento. 
El cultivo que permaneció con K25 (control) presenta células con somas grandes y procesos 
gruesos. Asl mismos, 24 horas después las células tratadas con C2-ceramida presentan un 
aspecto semejante al de las células control. La degeneración celular, que se manifiesta con el 
encogimiento de los somas y la destrucción de los procesos, se hizo evidente a las 48 horas, un 
fenómeno que fue inhibido por el péptido ZVAD-CHO, inhibidor general de caspasas. B) Efecto de 
diferentes concetraciones de C2-ceramida en la subervivencia de las CGC, la cual se evaluó a las 
24 y 48 horas después de la aplicación del tratamiento como transformación de MTT. Los 
resultados están expresados como el promedio ± error estándar de 4 experimentos diferentes. 
Barra= 50 µM. r··· ----,;;;;;:;:;;:::-~:-------.. 

1 'T"T:'r.-r(' :··· ·• l .t Lli,
1

.t>..) '-''-·~ 
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Se realizaron también experimentos para determinar el tipo de muerte promovido 

por la C2-ceramida mediante la determinación de la fragmentación del material 

nuclear, mediante 1<3. eXtra~ción '°de 'ADN de 1 CGC .. sornetidas1 <;11 •. trat,;.mientcL de 

::~~::ifJj~f~~~~1~'.t~f i¡fif~§~::::~:~~~;=~~L1~~::it ¿:f ,~; 
tipo de fiiü.ii;r:t.~~ptarn:ov.id6 por.la C2~cerarnida, que muestra cambios morfológicos 

impcirtantei;' de¡ tipo apoptótico. 

ACTIVACIÓN DE CASPASAS POR C2-CERAMIDA 

Á.ctivÍdad de caspasa-3. La actividad de la caspasa-3 se midió, Í.itilizancio el 

su;,,trato fli:iorogénico DEVD-MCA a diferentes tiempos (3. 6, 12, 24., 28, 32,40,44 

y 48 horas). Dados los antecedentes centrales de este trabajo, se Útiliz¡;)i-6r1 celulas 

tratadas con STS o sometidas}~ I~ priv~ción de estimulaéióÍ'I d~sÍ:ió1a~lz'3ntl:! (K2S­

K5). ·c~~·o, Control po.siti~<?··~~~~··'ª~~i-~~C~?ri .·de· ~aspcisa.~:·. - .··:~;.-::X>·~:-._:·'···":·~ ,,,::¿<: · ,.,_, 

activo, así como á través cié la détermin~dón de los niveles de fragmentación de 

PARP, en dond~ se det~ctÓ unfragme~~o de 85 kD<i"(Figura 2C). Estos resultados 
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inician la participación de la caspasa-3 durante la muerte apoptótica de las CGC 

inducida por la C2-ceramida. 

Actividád de. caspasa-9: La activ'aciórí de la 'é::'áspasa~9 se determino utilizando el 

sustrat.ci fludrl:)~éf1icé> ~E~D-MCA; 1:7~' l~s tiempos ~ii 1()5 'c;uales se re¡_;¡lizaron las 

mediciones . cie'' aCtividad de\ é::aspasa~9. :detectamos ~n .• amento importante 12 

horas después:c=te la aplicación de 18' c2:c·e;ramidá, el cual se mantuvo hásta_ lás 32 

A 

C2-CE'flllUUJe 

B 

c2..ceramlde 

e 

-'""·º· 
- ti~•O. 

C S TS 4 12 16 2·1 20 :Sd (h) 

Figura 2. Efecto de la CZ-ceramida en la activación y fragmentación de caspasa-3 en CGC. A 
los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratados con 40 µM de C2-ceramida. A) curso temporal 
de activación de caspasa-3. La fragmentación de esta caspasa se determinó mediante el 
procesamiento del sustrato fluorogénico DEVD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicación 
del tratamiento. Los resultados están expresados como el promedio ± error estándar de 4 
experimentos diferentes. -(p<0.01 ); ""(p<0.001 ). B) Curso temporal de fragmentación de la 
caspasa-3 detectado mediante la técnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de 
esta caspasa (p17); en la gráfica se muestra el análisis densitométrico de esta banda (ver detalles 
en Materiales y Métodos) y es representativa de 4 diferentes experimentos. C) Curso temporal de 
fragmentación de PARP inducido por C2-ceramida en CGC. Las flechas indican una banda de 116 
kDa que corresponde al tamaño normal de esta enzima. y una banda de 85 kDa. que representa 
un producto de la proteólisis de la misma inducida por caspasa-3. 
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horas, disminuyendo posteriormente .hasta alcanzar valores similares al control 

(Figura 3A). Para confirmar la participación de la caspasa-9 en el proceso de 

muerte inducidopo~la C2-cer~mida, se determinaron los nivele~ defrag'mentación 

de esta caspasa ~ediante la técrik:a. del '.WB. L:os' resUÍÚ1dos rnuestrah la 

fragmentació;,' d~ .··1.a proenzima>que s~ 'detectó\l:i:iediante la ·apari~ión de un 

fragmento dE!; 1ó k:oa:~;ci~~- ,correspándEl/~1,frag·~~'~iQ'~:¡;;:.c'.;t¡.;;c; éj¿;~ ~~ta~·· caspasa 

:~ªu:.ª.:!t~c~tj~:~~hc!¡f~5~k·n~~~1:e ff l:~i~~E~º;¡~~t~i~~~~~;~~f~;~i::i·~an~o~ 
disminüyendo .· ¡:>C>stSriorm~nte. Estos resl.llt~b~~ ·.se cÓ~fir~~rci;,· al hacer la 

medición derÍsitométrica del fragmento p1 o (Figura 38). 

A 

B 

.. ~:~:;:7-;-·~·-=- ~~lhl 
C2..ceramld<e 

l~j oílOílílílOo 
C S1S ::1 a 12 24 >2 4& (h) 

c2.ceramlde 

Figura 3. Efecto de la C2-ceramida en la activación y fragmentación de la caspasa-9 en CGC. 
A los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratadas con 40 µM de C2-ceramida. A) Curso 
temporal de activación de caspasa-9 determinado mediante et rompimiento del sustrato 
fluorogénico LEHD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicación del tratamiento. Los 
resultados estan expersados como el promedio ± error estandar de 4 experimentos diferentes. 
"(p<0.01 ); .. (p<0.001 ). B) Curso temporal de fragmentación de la caspasa-9 detectado mediante la 
técnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de esta caspasa (p10); en ta grafica 
se muestra el analisis densitométrico de esta banda (ver detalles en Materiales y Métodos) y es 
representativa de 4 diferentes experimentos. 
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Translocación de citocromo c. Se ha demostrado ampliamente que la liberación 
' ' . 

del cifocromo c de la mitocondria al citosol es uno de los mecanismos celulares 
=--- - ·--·-:o ---coo----"=.:-co..._--c_~-=-~----; 

asociados-a la<activación ·de -la proenzima.de la caspasa-9. En este estudio 

determina.,.;osios(;.;ivel~s«:ie'citC>6rC>~() c.~rÍ· fracciones citosólicas y rnitocon.driales 

de CGC som~tida~:~~I es~imulo de'~uerte.L~ figura 4B muestra la presencia de 

citocroll1o.~~n'la fraccÍÓrÍ cito~ólica c:le'las CGC a las 12 y 24 horas despuésde .la 

aplicaciótl'.· d~ ;Í~ ;_ 22~C::~r"1íTiida, disminuyendo notablemente en la' frac'C::ion 

mitocond~ial-''(F'iª~~~ 4~)·;:36 horas después no se detectó la pres~hcia de la 

proteinaen la fraC::ciíón ll1itocondrial, apareciendo de manera notable en la fracción 

citosólica .• A las .• 48,. horas, .. los niveles de citocromo c declinaron en ambas 

fracciones. 

A 

~.2:~~>~ "'----~-
e 1Z 24 06 48 (h) 

C2-ceramlde 

B -----e 48 (h) 

C2-ceramide 

Figura 4. Efecto de la C2-ceramida en el proceso de translocación del citocromo c de la 
mitocondria al citosol en CGC. A los 7 DIV las células mantenidas con altas concentraciones de 
KCI, se trataron con 40 µM de C2-ceramida. Las fracciones celulares se obtuvieron a partir de 
homogenados totales de CGC como se describe en Materiales y Métodos. En el WB se muestran 
los niveles de citocromo c en las fracciones mitocondrial (A) y citos61ica (B). 
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Actividad de caspasas-2 y -8. Para determinar la participación de otras 

caspasas en este modelo de muerte; y para definir. s.u papel dentro de la cascada 

de activación de caspasas, ~e-rnidier~n los nivele~de activ~ción·d_e las caspasas-

2 y -8 en homogenados· de<CGC. La a~tivi?ad dé estas ccis'pasási se n{idió 

utilizando el péptido VDVAD-:MCA é~ ··el c~s.o de I~ caspa~¡;¡-~ y "iÉTÓ-MGA en "el 

caso-de.·la-caspasa-8.E•n-._l~figura·_sAse.n1ue~trael~urio.teúnpÓr~l .. d~·a'~tivación 

::~~:~·:::i:Jg::!~:~~~,~~~tg~:J:t~~~t rl~~~{~t~1r~tk~!~ • 
::::~:d:~ ::~~~~3iii~·:t~I~.~;:101i1~~1($1~l&t(~~~E,~r~i~:;f ,:: 

activo de esta caspasa, la 

realizó .el .ensayo (Figura 68). Esta band~ise'detectó también en· las células 

control, y en las células tratadas con sfst'Ho·hbras). Al realizar la medición 

densitometrica de la banda, no se detectaror1 cambios en ningun caso. 

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CASPASAS EN LA MORFOLOGÍA Y 

SOBREVIVENCIA DE LAS DE LAS CGC 

Los resuitados obtenidos indican que la C2-ceramida induce MCP de tipo 

apoptótico"··en CGC, y que este prciceso está mediado por la activación de las 

caspasas: Para confirmar la p_arÚcip.;Í6ic5n de estas proteasas durante este proceso 

de muerte, y ·para determinar su papel en la cascada apoptótica activada por la 

C2-ceramida, se estudió el efecto de los inhbidores de la~aspasas-2, -3, -8 y-: 
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A 

B 

~~~~~~~:-: 
C STS 9 12 24 2'8 :12 ..O 44 48 th) 

CZ-cer-amlde 

Figura 5. Efecto de la C2-ceramida en la activación y fragmentación de la caspasa-2 en CGC. 
A los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratadas con 40 µM de C2-ceramida. A) Curso 
temporal de activación de caspasa-2 determinado mediante el rompimiento del sustrato 
fluorogénico VDVAD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicación del tratamiento. Los 
resultados están expresados como el promedio ± error estándar de 3 experimentos diferentes. 
-(p<0.01 ); **(p<0.001 ). B) Curso temporal de fragmentación de la caspasa-2 detectado mediante la 
técnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de esta caspasa (p18); en la grafica 
se muestra el analisis densitométrico de esta banda (ver detalles en Materiales y Métodos) y es 
representativa de 4 diferentes experimentos. 

r-
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A 

'º 

(h) 

B 

§~.=t~~·~\~~~~ 
C STS O 12 24 36 40 (h) 

Figura 6. Efecto de la C2-ceramida en la activación y fragmentación de la caspasa-8 en CGC. 
A los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratadas con 40 µM de C2-ceramida. A) Curso 
temporal de activación de caspasa-8 determinado mediante el rompimiento del sustrato 
fluorogénico IETD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicación del tratamiento. Los 
resultados estan expresados como el promedio ± error estándar de 4 experimentos diferentes. 
"(p<0.01 ); -·(p<0.001) B) Curso temporal de fragmentación de la caspasa-8 detectado mediante la 
técnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de esta caspasa (p20); en la gráfica 
se muestra el análisis densitométrico de esta banda (ver detalles en Materiales y Métodos) y es 
representativa de 4 diferentes experimentos. 
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La figura 7 muestra la morfología de las CGC tratadas simultáneamente con 40 

µM de C2-ceramída y DEVD-CHO (inhibidor de caspasa-3), LEHD-CHO (inhibidor 

de caspasa-9, VDVAD-CHO (inhibidor de caspasa-2) o IETD (inhibidor de 

caspasa-8). Los cultivos se fotografiaron a las 48 horas después de la aplicación 

de los tratamientos. En el caso de las células tratadas con los inhibidores de las 

caspasas-3 y -9, la morfología de los cultivos mostraron un aspecto muy similar al 

observado en las células control, con somas grandes y procesos celulares fuertes. 

Esto indica que estas caspasas son importantes inductores del proceso de muerte 

de las CGC producido por C2-ceramida. El inhibidor de la caspasa-2 tuvo un 

efecto parcial de protección contra la muerte, en tanto que el inhibidor de la 

caspasa-8 no tuvo ningun efecto en el proceso degenerativo del cultivo inducido 

por C2-ceramida. 

Control 

C2-ceramtde+DEVD-CHO 4Bh 

C2-ceramide+VDVAD-CHO 4Bh 

C2-ceramh:te 48h 

C2-centmlde+LEHD-CHO 48h 

c2-ceram1cte+IETD-CHO 48h 
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Figura 7. Efecto de diferentes 
inhibidores de caspasas en los 
cambios morfológicos de las CGC 
inducidos por la C2-cermida. A los 
7 DIV los cultivos se sometieron al 
tratamiento con C2-ceramida y 
simultáneamente se aplicaron los 
diferentes inhibidores de caspasas: 
DEVD-CHO, LEHD-CHO, VDVAD­
CHO, IETD-CHO (inhibidores de 
caspasa-3, -9, -2 y -8, 
respectivamente). Los cultivos se 
observaron y fotografiaron y 48 horas 
después. Barra= 50 µM. 



Este trabajo se realizó en colaboración con el grupo del Dr. josé Rodríguez 
A. del Instituto de Neurociencias de la Universidad Autónoma de Barcelona, 
España. Los datos serán publicados próximamente. 
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DISCUSIÓN 

La muerte celul_;;ir progrélrnªda (~CP) o a¡:i~~osis _es_ un proceso involucrado en 

una gran cantidad de ev~ntos ~si~lógicos taleiº_como. la eliminación 1.e células 

supernume;;rarÍas dur"1nte el ci;;sarrollo embriológico y. el m,antenií-nienl:o de la 
. -.;., - ; ,_ .·· ·-,··. : ... :- \": 

homeostasis; de l()S organismos; Par:ticipa ta¡nbién. en procesos pátológico7como 

enfermedades autoinmunes y .. ríeurod-egeneraiivas.;. 

El estudio y caracterizaciÓn de I~~ ?fri()fécUlas que pClrti(;ipCln\e~ la muerte 

apoptótica ha permitido entender. C:ón ,;,,~~C)¡:yci~t~IÍe 1bs.;/rneéClnis'rilos ;qÜe son 

responsables de este fenómeno. La~; rT1cilFuÍas"r\1ejQr descritas ~ cáracterizadas 

de este proceso hasta el momento so~~l·a~/prot~inas qUe pertenecen a la familia 

de las caspasas (Chen et al, 199~;;Ni' E!t:'Cl1'.199B). Se sabe que un grupo de 
• • - ·- '·.· 'r···' .;· .,, "'.,r. '• ··-· • 

caspasas actúa . como iniCiad~r: de :una')cáscada proteo lítica que lleva a la 

activación de otras · caspa~.as'· :d:G~;:,·f~·~c.i6l1án 'domo efectoras de 1as señales 

iniciales (Kumar 1995; Frasen y Ev~i'n,Jp96; Cohen 1997; Salvesen et al, 1997). 

En este! estudio S;e GtÚi~aroÍl tr~s estímulos diferentes para inducir la muerte 

apoptótica de las CGC;la:~ri~ación de ~stimulación despolarizante (K25-K5), STS 

y C2-ceramida; los· result;idos obtenidos claramente indican que estos estímulos 

inducen la activación de. caspasas, la cual se evaluó utilizando sustratos 

fluorogénicos específicos. Se analizó también la fragmentación y formación de 

enzimas proteolíticamente activas de las caspasas mediante la técnica del WB. 

Una de las conclusiones de este trabajo es que la caspasa-1 no participa en 

el proceso de muerte de las CGC activado por el K5, confirmando así los 

resultados obtenidos previamente (Morán et al, 1999). La .STS tampoco tuvo 

efecto sobre la activación de esta caspasa. Otro estudio realizado en neuronas de 

hipocampo muestra una clara activación de caspasa-1 inducida por STS, pero sólo 

a tiempos muy cortos de exposición, sugiriendo que esta caspasa funciona como 

iniciadora en este modelo. Sin embargo, en este trabajo no se detectó ningún 

aumento en la activación de la caspasa-1 en ninguno de los tiempos medidos (3, 

8, 12 y 24 horas; 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 60 minutos). Tampoco fue posible detectar 

el fragmento activo, confirmando que la caspasa-1 no participa en la cascada de 
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activación de caspasas ni en la muerte apoptótica de las CGC. Es probable que la 

misma señal tenga diferentes efectos dependiendo del tipo celular . 

. Como s~ ha demostrado en e~tudios;previos (Armstron~ et· ali 1997; Ni et. 

al, 1997;. o·MenC> eta1/1e9a;-Marks et al, 199B;~~oran etal, 1999).: miestros 

resultados m uéstrcu1 que el l(S incluc;e.Ía·,acÜ\/aCiÓn• .. ~ela, caspasa-'3'en' SGC.· De 

manera sill1.iiar:· 1á'.sf:3 r,.:i~ 'ca'p~;i cié ,~·éÚ~a'~:~"1é3 á~~µ~i~{3·C::6~·~~¡;;JrsC>. temporal 

:i:i~a~}:f;~:··~~!ff §~~;~!-f;~~~~~f~Tu:~tY~~If:!·~~~~~~~[~~~hi~~¡~M~~~v;~c~~: 
es clara··1a bartiC::ipc'iC::ió~·ci~ 1cic"c;'cl~pf;i;;.;;~3·~,:~~J;é1C::tf;,;;jd.;tel''<p~C>te¿f1ítl~cÍ· ~11· sust'ratos 

endógenoscomoF,',l\RF,'/:'7·T• ;~·:.e:':}'' ,::>• ;: ,:e/;:,·•~>¿:;; t~~.· · ··. > · 

lJ no' ~ ~ .1()~!.r~~~}~~.~~~ 3r;'3~.·bt~.r~~~~~~~~1-~i-~.~!~!~;~~9.~:'.~ '.7~:· I,<:~. ~~ti~ación de 
la caspasa-2~· por··•· STS."\Sl3'h~<su?erido>que·~ •. esta/caspasa,;se )~ctiva·· .. ;por el 

~:::::;,:;5Jf ¿\iti~~~1;:.~~~t0~i~~~~1tr~l1~J~J~~~d¡r~:: :~ 
hacia complejos' específicos de muerte (ColÚssí et alf 19~l~),: Es> posible qué la 

caspasa-2 tenga 1cl t;apacidad de autoprocesa~se: có~Cí'yé115efhcÍ.pr~pU~sto. Por 

otro 1ado, b~~ándose en 1os cursos temp~ra1es·t'ci~,;'8'qti~~~tó11 Y, aparición c:le1 

fragmento activo de las caspasas-2 y -3, inducida~ p~r·sis.' e:s i;;vi~ent: que la 

caspasa~3 s~ activa después de que se ha gl3n-erado"'l~~-.;idti~a~iÓ~-d~~1CI ~~a~pasa-
2. Esto indica que la caspasa-2 es la responsable i:t~ Í:~·~6~i;~fi6r(d~ 1~' c'as"pasa-3, 

sin embargo, la caspasa-9 parece tener también üntpa-pel~'°import~~-tt durante el 

proceso de activación de la caspasa-3. Por otro;c'ía~~'!~~Ú~,~.SÍ~~JC:~-~~.i .ligé~a 
activación .de. esta caspasa, sin embargo los ni·;,,~leis.:~de'?aetivaéión .són'.menores 

cuando se comparan con los inducidos por; la is~~f.'Lbs;:l~~~~·¡t~~ó~ ~btenidos 
mediante el WB muestran la aparición de,, uA:i>ci~ í6~ íi-~~~·~btd~'~6tivo~ de -la 

caspasa-2 sólo en el caso de las células frat'ac:las C:on )3-is~- Esto':¡:)'Ódría sugerir 

que la caspasa-2, en el modelo del baj~,p~tasi() n() tiene un pClp~I 'r¡,;levante en la 

muerte de las CGC, y que la activaC:iÓn c:Jbservada bajo estéis C:()~diciones, sea 

atribuida a otra caspasa, no identificada en este estudio, que reconoce al peptido 

sintético utilizado para determinar la actividad de caspasa-~~·------------. 
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Así, los resultados que aqui se reportan sugieren que la muerte apoptótica 

inducida por la STS, activa una vía diferente de señalización.a la promovida por la 

privación de estírliulo d~spolariza~te, ~en. donde .. Ía .caspasa~9 ;parece .tener un 

papel ·irnpcirtél;,te'c()ITIC>.;•resp6;,sélble ?e.'. la);,.C:tivación'd~ ···1Clcas¡jasC1~3>y ·de la 

:."~;:;f ~;.~~~rr ii~~I~~{t1~~;~i~¡~~~~t~~~i[~¡~~1f ~;;~~::: 
confirmadosial" ~ú1alizar';él /efecto\ deLdifer~~tes i?hib,idóres,;de: casp;asas.·.••en. la 

:~:~:~t:~~~*trl~f~~:i1it~LeJ~dff:;i~~¿±1·~f p}~~~~1~~1~3i~~.e~~~f 1:1·~;:.ª~~ 

~i~~l~g~~~;~:~~~~;}t~;J~~~ií~f ¡1~!Ji~l~~t~ 
este estírnulo, fue más efectivo en inhibi'r ~ste p;oC:'~sd 'q~~ '1~ c'clrnbiri~ci61'1 ;de Jos 

inhibidores ·. de caspasa-s+caspasa:'..3; ,:Esto
1

r'~e"· {¿,rifi~~ó'' po~feriórm'ente a1 

determinar la viabilidad celular de icI~'c'GC:/ : · · '., ''. > > •>·· 
En el caso del K5, '.el Únliibidor de la}ciaspa:;;a~9 ir:idujC> 'ú~~" p~otección 

importante contra la degenerac:ión'~'a~(cühh.ío p-rocilicida' por el trai:;,;:Tii~,:,to, la cual 
-~~ . -.,,.,,,_:,··. ··' 

se corroboró• al ··determi11a(:1a'.~~vi;ijbiliC:lad'ºce1üiar,> Esta~ protecc~óncfúe•también 

observada al probar el efecto del inhibldÓrde lacaspasa-3 junto'c'C>n-ei inhibidor de 
,.'._ ~"·'.:.< 

la caspasa-9; por'. otro iada:;ren:16s cultivos: que fueron tratados con el péptido 
.,,. -·L"~ ..,~~,'f:.,!.=..o_·.o:..'~:_:c~_··,,O· "-'- __ • -- ~· 

inhibidor de la paspasa~22x no Sse observa' ningGna;~protección contra la 
-···--,, - -- ,, ---~··~·'--;-~-;-,"::-,_-,•V·""''""".-• - -~- ,.--... • ,.-· · .-;-. · .. ,, • . " 

degeneración del·cl.Ílti.vo.inducidá{po~erestímulo de?muerte; siendo. ésta. muy 

similar a 1a de 1as cé1u1as\'.i~e se mántuviemnúnicarnente e:or. K:s. de iguá1 torma. 

estas observadonE!ssk<ddnry~riiarOíl'.medi<mte ens~yO~ de viabilidad celular. 

El inhibidor <dé:1~-6~kp~~~~3 Qº induJ;;3C::~rnbÍ~si}rnuy importantes en la 

apariencia de.JCJs ~~lti;,,os.sC>rn~ticiC>s a1C>ses1:irl,u1C>s de muerte ya mencionados, 

esto confirma e1 ~abt91 cit9 ~"sta · casr:>asa: como ~i~ctora. en 1as vias de muerte 

activadas en estos modelos. · 
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En el caso de la STS es clara la participación de la caspasa-2 como 

iniciadora.de la cascada de activación de caspasas, mientras que para el caso del 

K5 la caspasa-9 esla r~sporisable de iniciar este proceso, como se ha observado 

en otros. model~s; . Ün :iciat6 importante de este estudio· .. qüe : apoya .estas 

observacion~s; ~s ~I ~eC:liciyciE? que ~I inhibidor ~e .1a ~asp<l~~-~:'•bloqu~a.,de 
manera signific;¡Iiv~}J~<~st!~Í~~~.de la.caspasa~3. inqudicja 'p~;'.;~Ts;'~i~~tra~ que. 

en el caso C:le1tkst1afá'ctividad'¡de;:1a' C:aspasa. se réduce'.:.m.arc.adamente. :por el 
_ ' •.. _, ·-'-~·, :•"- · __ ;_,; .," _ \ ¿_-, ·. -í.~ .. ·,.:._ • :, •;,o ; L.,,.,,~·: ,_, _:,. .'..~ ··. ,_;_ .. ' ': ,,,; .. " · - ,_ ' ··-· ::- . '.' .- ·.: . " .·.•.;.,. ., . , ::_ -~'"': _•;' ··'i< ,. ·o' ... > .- · .:.• ... ~ .. · , ;_ · ·. ,• 

inhibidor éle 1á.ca'51J'a5a:9~;:r· ·· .• • · " ·: : .. c:- 7· · 

citocro:~:s:!1~~~~1~~t81~~1!~j~~;f 14~G~~~g~~~'.{~~~~~·~~~~~}~]~~;t+í~1tºe~ 
resultados. obteni~os':t'émediánt~•.;1a"f.tecriicai del ~:,WB.0• mÚestran ·1:un'}'aurriento 

~~: z:::tiv;º·;$t~r~f~}~f~t~jr~],~t~~~ttr~~~~~~~Lª~J.:f,:~:~~~;:tg~:~·¡~i:2;:~~~?~~~~. 
resultad os· .• • co.nfifman il~participél'é::ié>n •d~i la tC:~spasa7~·· y:;'cié1· 'citocl"om'c.l ; c. en •. la 

~:~~~f {t~~~~~lf l'\~¡¡~f ~~i~íf ¡~¡¡~~~¡~¡;~~~~;;;: 
proteasas en genera1.····Las c~~pas~iZ'~f~b~6r~~;,~t~A6?I-~~~e~i/.;¿¡··.de.·. ias 

~n~~::0;::· ª:~;::z;ª::~:r:=~~7~t~:tZt~fftjjrfL7~~17~~~;ª·~~j~~f~zt~7:1il!::· .. 
::o:e:~~csaa:~~7~º ac~:a~~. ::::~:ij!;·!27~~~~~t~~.~~~~@~~t~l!~!.~~~~~r-d~=. 

:::~~:::€~~:~7~:~,~~:~~!~f ::Sf ~,J~~{~~~f~~ti~~~E±i::~ 
En este estudio se determinó la pá'rtí_é'ipaC::ión de la caspasa-8 durante la 

.• - -¡:··>-- - .... - -

muerte apoptótica de las CGC. Sin embargo,iaún no es posible definir su papel en 

ninguno de los dos modelos que se han utilizado para inducir este proceso de 

muerte. Es importante hacer notar que en las células control, los niveles de 
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activación de esta caspasa son considerablemente altos y que esta activación 

disminuye 3 horas después de la aplicación de los estimulas . de muerte, 

posteriormente se observa un ligero aumento en. los niveles'd'7 a~tividad alrededor 

de las 8-12 horas. Este. fenóm,e;,p·fue ex61usívo,para·esta;;ca~pasa. Estos 

resultados se confirmaron eii e(ánálisis ·cie~ inmunobiC>t:(ws) de caspasa-8. donde 
...• - - · · ·_,,,,•· _·.:·.,,., · ... ¡:,··,o.; ,.;,. •'''·-C•·' .; ··· ,.·.-: ., '· / •· 

se observó .... · el.· f~a9ITiento ·.aéf.ivo?Clé."es,ta'.:é::;;15pasa'~n: ios:friomé>é9él1ados .·.de las 

células·· control ~.Y 'en·; todos ::.1'C>s~tierljp'cis'~de,iexp6siciÓíi; <:l·•·.1ós d¡;.s';;·estimulos· de 

muerte .. Así. hiisrri6; 'K0'5~·~¿;15~~~~rr8'ii ··~(E{~to'~ c:i~1 épéptict'ci': I¡::;hibidÓr c:!e esta 
- . ..,. . ·-.. . '' " - ~; . , ·.~ - . '. ·- ,. . . . ' 

caspasa en la. morfología y sobrevi\Jencia'.de· lastCGC expuestas á los estimulas 

de mu::e~roenzima º zimógeno '¿i~:1'.l"::¡:s:asa-8 posee un -1 % ·de adividad 

basal; se ha hipC>tetizado que esta activación basal es suficiente pára' inducir el 

rompimiento d.;; varias moléculas de la procaspasa-8 (caspasa·:~in actividad 

proteolitica) y generar el fragmento CatáÚticamente activo (Stennibke ~1: ¡;¡I, 1999). 

En este estudio nosotros sugeri~os algunas posibilidades que pci~rÍci~ 'E!J,c~ú6ar los 

altos niveles de activación de caspasá~8 en las CGC mantenidas,coh p6tásio alto 

(K25), estímulo que mantiene a 1cl~ células en condici~nes -·~?tiiry~~ Yen donde 

normalmente se detectan niveles basales muy bajoS'de ofr.iis é::aspasás:>1) que los 

niveles de activación basal de laprClca'spasa-8·eneste,,,~de.lo;"~é~;, máyores a 

evento celular induciendo la ~obre~i;,,e'ríci~ 
partir de este estudio, sugieren qúe/ la <caspása-8 .:no participa de manera 

importante en la. muerte de.las CGGÍnducida p6~ STS y K5: 
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Estudios previos indican que la ceramida participa en una gran cantidad de 

procesos celulares, activa.dos en respuesta a diferentes estímulos· externos. 

RecienteméntÉLse ha demostrado que esta molécula puede inducir, la MCP de tipo 

apoptótico E;;!r, varios tipos celulares (Mizushima et al, .1996; ~oeser1'-de •cocketal, 

1998; Lievremci';.,t·et; á1; .~998;· Ping. etal;,1998;· .Kilkus ét'..al,"~1.999;~D~ws6n' .. et·al, 

1999;. Gill ei::"Cli;<20.oo;~MÓnti et.al, 200;1 f La C2-::cera'n1idá;:urj,a'ft:á1C:/gb;sintético de 

la ceramida·•··endógena <ha·0.sido' ampliamente"utilizado :para? l.;¡ :¡r~ducC::i6n•·: de la 

muerte .ipoptÓtiC::a;~· ' • '. ·.·~ '·,' ''' > ' '·.·ex .. º'.::···· ... '·'°°'' >. ' : 
E~ esteestudiCl' deter~,i~Clri'.lo~~et efecto ;~:·;e;;te coriipu~sto~2on'·'el ·fin. de 

;IJE!~~iS~E.f !f i1t~1}i~f &t~l,ltlli~lf h!~f ~. 
después de la aplicación delfratamierítÓ'(Móntieta1; 2001 ); sin.que quede Clara la 

·' ' . .. , ,.. ~ , •' . ' . "' . . . . -. ., ' ·.. ' . - ,. ,,. - .. . . . . ' . ' . . ' ' ' 

participación de las caspa~as.i Eh 'iiuestro '~stlJ~io •·el efect~\tóxi.co; de la C2-

~::::;•:::~~~;;n:1t3~~t~~]~:i:,~;~{~r1~1Ait!':~Y~:;~~~~= 
sometidos simultáneament~·-a;',1a'S·~~iy~~¡c;>~;:de s~~ró~ .'En·.,·n~~;,fro ést~_dio; .. los 

tratamientos con C2-ceramida·;~e:r'EiáíizarÓri•en 1éúltiJosmantenido!i'con un rrtedio' 

de cultivo que contenía suero ~;¡;.1i~'i·2;5nc;etraCiones de KCL ·' ·"" ·;'. 

Por otro lado, réalizal11osiexp'E;írimenfos .• para, caracerizar él t]~'Ó .d;;;; MCP 

inducido porla C2-cerarnid_8;':;~~í.:~'R~~®c:>~determinar naolgum_~ooss·· .. -tirda,ed• •.. o)so)s_:·.·· .. ·.·.·.:cEanm·•.•.•'ebsi¿>t.es 
morfológicos promovidos p'or;.;1ai c:i.::ceramida {datos • 

trabajo caracterizamos part~ ci~:1';;; '(,¡~ éfe activación de moléc~1'cii prÍ:>ap6ptÓti~as 
. . --~ . " ' .. -. ·-· . ,. . . . -. ·. ' . -'. . . 

que participan en el proc,7sc(ai:i"optótlco, como en el caso de las caspasas:.3y ..::.9, 

las cuales se activan sig;.,ificati:;;..;irTiente y parecen tener un papel importante en 

este modelo de muert~. P~~.búc:{l~do, determinamos la participación del citocromo 

c, que se detectó en I~ frac~iÓn citosólica de las CGC desde las 12 horas después 

de la aplicación del tratamiento, disminuyendo notablemente en la fracción 

m~r'"' C',·· ·' ----¡ • ·""- .i:i \,;,_' 
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mitocondrial a lo largo del tiempo. En el caso de otras caspasas como la -2, 

pudimos detectar una ligera activación a partir de las 12 horas y hasta las 32 horas 

aproximadamente. Sin ·embargo;_ lc:Ís· ,,;iveles:ae-fragmentación de esta caspasa 

mostraron la apa~ición de/u~o. de sl.ll> fr.Ol'drri~ntos acitivo(p18) en todos los tiempos 
". ,.' .. ,· ... -.... -·· .·,.• •.,- '. ·..,·. ·' .. 

en los que se llevó a•cabo:eí ensayó;'. Esteifenómeno se observó también en el 

caso de la caspasa~8):iohde la tla~da:c~riesi,u:jrídiente al fragmento activo de esta 

caspasa ··(p2()); fue''e'lid~nte;;:élüÍl~el"i~1a~-;;6éíul;;;s:control mantenidas con altas 

;:=,::~~:~r:r¿~il~~~~~~~~~~~t=:;~::::,:;~~~7::7:=:::=~= 
inducida por 1a'.c2:?ceramic:t"a?Parac'.el ca::;o}de i¡;¡ caspasa-8, nuestros resultados 

:~!~~::r:~ldifª~f;J;~~~J~~i~~~i;~~~~~~~i~á~t=ó~i:~-e~==~~t::~:s7~m<i:~r:·~: 
STS. uno cfeCil~~ ;:11~L~1·~"'.'.~á;~:i1~b~~i~~~Lde ·~~te estudi~ ·.~~ !31 • :parente 

:~::!:~::~:~;:f ~t:~iJ~~~~:f~=~t~:f~t~!,i:~~iE~~:::: 
caspasas-3. y -9 se maniuvoiíJ-ias7a11~iide •• las· 24horas·de~trata;,;if:irúó con, la C2-:· 

cera mida. Esto . ~l~Íiifi~~~·q¡u~~ ~i"·-~stÍT~ 1¡j: utffi;¿~cj? ~~~· e~{~ ~'it~C:Tici)€t'.l~d;· l~du clr 

diferentes mecani~~i:;~:·éi;1~Í;ir~~-.d~ra~te la MCP·•ci~ Ía~··cc3~;·~-~ti;;~ólc(hi:lmos· -
detectado a algunas de 'las moléculas que partiCip<Ú1eri la fasetíadíá del proceso 

apoptótico. · Est~ '._.~q#i~'a';,·q~~ 'ia ~eramida p¡;ctrí;;¡\ in~ci¿c:;¡r/ciit'Eire~t.Ei~ .·procesos 

moleculares.e~·distinfostipos celularescomo las ne~ronas cerebelares;. 

Con bas~ e~ I~~ res~ltados obtenido~ e~ el pr~sent~ estudi~ proponemos •··· " .. ·- ' - ' . '' - . ~ .· ,, .· , 

un modelo en el cu'al se representan las vías de•actil.lación de caspasas inducidas 

por tres diferentes estímulos inductores de MCP: 

r 
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K5 

Caspasa-8 

C2-ceramlda 

caspasa-0 

STS 

caspasa-3 

·?~ ~.111!"" 

MUERTE CELULAR 

Figura 9. Posibles vías de activación de caspasas durante la muerte apoptótica de las CGC 
inducida por KS, C2-ceramida y estaurosporina (STS). La liberación del citocromo c es un 
evento comúnmente ligado a la fragmentación y activación de la procaspasa-9, la cual induce a su 
vez la fragmentación de la caspasa-3 que proteolisa varias proteínas en núcleo y citoesqueleto, 
como en el caso de PARP. Esta es la vla de activación de caspasas activada por el KS y la C2-
ceramida, que en este último caso presenta un retraso temperan en la ejecución de la maquinaria 
apoptótica de las CGC. Por otro lado la STS promueve la activación de una vla de caspasas que 
se inicia por la caspasa-2, la cual promueve la activación de la caspasa-3 y posiblemente de la 
caspasa-9. 
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RESUMEN DE RESUL TAOOS 

Las CGC en cultivo sufren un proceso de muerte con características apotóticas 

cuando son privadas de estimulación despolarizante (K25~K5) o bajo la acción 

de la estaurosporina (STS) y C2-ceramida. 

Estos tres estímulos promueven la liberación del C:.itocromo e ele la rTÍitocondria 

:~ ci:::1rt:0na~::t:it~=~ic:::::~· ~ p(); '.;~~;6~}iit:~~¡16f f esiá. i=~cÚ~da·· p~r .. la 

activación secuencial de .· célspá~a~;": siendo . ~vidente la; pClrticipéli;;ión de las 

caspasá~3 /.'.::9~~;,i165' tr~ii lll6c!~ld~:·'. · '·~'. ~ '';{:"'• · L . é\·1 ;e;. 0 · · 

Ningu110·~"1--1~~,i-r'e~·.e.:-~!írnU1c)~ í:íre>ri1ue\1~·i~.~~;#tte~fiÓ.f~·~· 1~-'~~-~P~~~-1."~urante 
la muerte de las CGC.';:? ' . •. <;~\;;;:.e'·. ·· · i~ ; >· ·· ··· ·· <•':.' ::.::<.:. 

•(.;'" 

~~?f f ~ti±if i~!~~~1~Ti~~~l~IX~~r~~~1~;;ff:~~:z 
La .caspasa-8 .nh•tiem'e.Únpapel·, blen.·definido dúrélnte ef'prc;c~so:~poptótico de 

las CGC en ningunoc:Íe los tres modelos de muerte, ya,·~-~~ el gé~tido i,.;~ibidor 
no produce efectos importantes de ·inhibició~ ·,de: 1ci.:"ci~~~~~rél'c'i6~~~d~ los 

' ,. - - ;. ·. ·~. c.·, .. e- - .- -·:<".·- - - -~¡ - - ::~·.- :. , ,.-. ·'·"" . ·-· .' : 

cultivos; tampoco tiene efecto en la sobrevivenvia de los cultivos en 11ingtina de 
las dos condiciones de muerte. . • . ··~¡7'• ·~t:::~~ .:. ·~.·• 

El efecto de los inhibidores de caspasas en la ~L~Ít;;; élpciptÓtiC::él d~ Ías CGC, 

inducida por estos estímulos, bloquea la muerte nEiúro~~1·él~6Jtóti6~ y' confirma 
, ~ ' . · .. ~ . . . 

así la participación secuencial de las caspasas durah~~e;;te,proc'~so: 

CONCLUSIÓN GENERAL 

Los resultados obtenidos en este estudio ·n~s~~ permit~n sugerir que tres 

diferentes estímulos de muerte, el K5, la STS. y la C2:,ceramida, inducen la 

activación de diferentes vías de caspasas en.un mismo modelo celular, en este 

caso las CGC. Para el caso del K5, es evidente la participación de la caspasa-
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9 como iniciadora del proceso y responsable de la activación y fragmentación 

de la caspasa-3, en tanto que para el caso de la STS, .. la caspasa-2, 

considerada" como,;efect6ra ?en.· mú~hos, ·modelos . celulares, juega' uri .• papel 

central corno inici~dci~a d~ 1a'.C:~s~ad'a de ~ct¡v<'lciónde las proteasas activadas 

por este esurriU1~, Ásí mis'l"fÍo; eri· e1.,cª~.c.:> de 1~· c2~c~ra111 ida. 1as caspasas-3 y -
9 pare'cen ~er las p~indpaÍes proÍTlC)iór~s del prc;ceso apoptótico, en donde la 

caspasa~2 no participa ·de.· manera importante.· 
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Caspase Act:ivat:ion Pat:hways I:nduced by 
St:aurosporine a:nd Low Pot:assium: Role of 
Caspase-2 

Andrca Caballcro-Bcnítcz and Julio Morán* 
Dcparuncnt of Ncuroscicnce. lnstitute of Ccllul;1r Physio)Oh"Y• National Univcn;ity of l\rtcxico. J\.téxico 

Apoptotic death is a physiological process with regula­
tory rnechanisms that are under the control of different 
molecules such as caspases. These are classified as 
initiators. such as caspases-8 and -9. and effectors. such 
as caspases-3 and -7. The participation of caspase-2 in 
the effector phase of apoptosis has been commonly 
observad in many cell types; however. it is able to actas 
an initiator caspase. depending on the apoptotic stimu­
lus. Cerebellar granule cells (CGCs) undergo apoptosis 
when they are transferred from high potassium (K25) to 
low potassium (KS); this process seems to be mediated 
by caspase-3 activation. Staurosporine (STS). a full 
strength inhibitor of kinase proteins. also induces apo­
ptosis in these cells. To characterize the caspase cas­
cada induced by two stimuli in the sarne cell type we 
studied the activation of different caspases in CGCs 
treated with STS or K5. We found that both K5 and STS 
induce the activation of caspase-3. This result was con­
firmad by the proteolytic cleavage of poly (ADP-ribose) 
polymerase (PARP). an endogenous caspase-3 sub­
strate. Caspase-2 was activated preferentially by STS. 
which showed a temporal course suggesting that this 
caspase was induced befare caspase-3. The initiator 
caspase-9 was also activated by both K5 and STS. as 
well as cytochrome-c ralease. The results obtained in this 
study suggest that STS and KS induced different activa­
tion caspase pathways far apoptotic cell death of CGCs. 
IO 2002 Wilcy·Liss, lnc. 

Key words: apoptosis: cerebellar granule neurons: cy­
tochrome·c; caspase-2 

t\poptosio; is ch;iractcrizcd by 1norpholob.-ical :tnd bio­
chctnic.ll c.:hangcs that involvc spccific protcolysis of a 
subsct of protcins, 1ncdiatcd by a bYToup of cystcinc pro­
tc.1scs kno\.vn as c:tspascs (Thornbcrry ce al.. 1992). 
c:~1sp;1scs are nonnally pn:-.cnt in cdls as zy1nogcns \.Vith a 
lo\.v b.i.s:al acti\.•ity that bcco1nc active ;1fi:cr bcing; proccsscd 
into s111allcr fr;i~ncnts (Nicholson and Thon1bcrry. 1997; 
Sah•cscn and l:>ixit. 1 'J97). Cao;;p:ascs 111ay u1uicrgo sdf­
clcavagc (Fauchcn et al., 1 <J95; Munday et al.. l 995) orbe 
;u.:tiv.1tl.·d by othcr c;1spascs. chus initi;ning ;1 cascadc of 
cvcnts rcsulting in a111pliticatio11 of thc initial sigtul {Stcn­
nickc et al., 1999). Casp;1scs \.Vith a largc prodo111ain, such. 

as caspascs-1. -2, -8 and -9, act as uuuator protcascs by 
activating: a sccond group of ctTcctor caspascs (Ku111ar 
1995; Cohen 1997; Salvcsen and Dixit. 1997) that contain 
short: prodornain.s. such as caspascs-3 and -7 (Colussi et al.. 
1998). 

lnitiator caspasc-9 n1ay be in.duced by inccraction 
\.Vith apoptosis activ:atinp;: factor-1 and cytochrotnc-c rc­
kascd fro111 thc nlitochondria (Li et al.. 1997; Krajc\.Vski et 
al., 1999). Sfrnilarly. adapccr rnolccules also induce thc 
accivation of caspasc-8 by pro111oting sclf-dcavagc (Stcn­
nickc et al., 1999). Thc role of che cffcctor caspasc...·-3 in 
apoptosis has bccn cluracccrized cxtcnsivcly (Xue et al., 
1996; Ku111ar et al.. l 9'J7; Liu et al.. l 9'J7; Mukasa et al.. 
1997; Chane.Her ct al.. 1998; J;inickc et al., 1998). "'rhis 
protcasc is activ=itcd by caspasc-8 and -9 (Zou et al., 1997; 
Srinivasula et al.. 199H) ;ind is considcrcd a central co111-
poncnt ofthc protcolytic cascadc activatcd during apopto­
sis ("Te-...vari et al., 1995~ Nath ct al., l')l)f,~ Knthakota et al., 
1 'J'J7; C~ennain et al.. 1 ')'JlJ). 

Sevcral lincs of cvidcnct.• point to caspasc-2 =is a kt.•y 
cletncnt in ;ipoptotic dcath (Kllln;ir et al., 1 'J'J4; 1-brvcy et 
:al., 19')7; Li ce al.. 1 'J97). Caspast.•-2 hao;; ht.•cn cnn-.idc..•n..•d 
an initiator caspasc in non-neuronal prcparations (Li t..•t al.. 
1997; Grossnunn et =il., 2001: Zhu et al.. 21H)l), a suggcs­
tion supportcd by thc Í.""lct that this caspasc has a ln111?; 
prodor11ain, \.Vhich is associ;itcd \.Vith thc adaptnr 111olcculc 
R.AlC>l:l. This caspasc. ho\.vcvt.·r. i-. activ;1tcd at thc cnd uf 
thc apoptotic proccss =icting: prctt:rcntially as ;111 cxc~u­
tioncr caspasc (Vo.1n de Cracn et al.. 1 'J99; Johnsun t..'t al.. 
2000; Shcan.vin-\.Vhyatt et a!., 2000; Shitnoha1na et ;il.. 
2001). This idea is ato;o supportc.:d by thc ubservation that 
c=ispasc-.3 induces thc activation of caspasc-2 (Uutt et al.. 
1998; Muzio et al., l 998; S\.v;111ton et al., 1999). 

Contr.u::t ~r.ult spon ... or: CON,'\Cy'r; Cc..-nur;;ict ~r.un 1nunbcr: 36235N; 
Conua.:::t hUllt spun .. or: PAl'll,.-UNA/\.t: Contr;ict gr.u1t nu111bcr: IN­
;:?030100. 

•Corrcspundcncc to: Julio Mor;in, IJcp.1ru111cntu de NcuJ"ocicncias. lruti­
tllto de l'isiulu1-o.;.;a Cclul.tJ", Uni,,·cJ"sic..Ud N.;acio1ul Autú1H . ..,111.1 de l\1Cxko, 
0-1510 J:>.P .• 1'.tCxico. E-1n.;ail: j1110J"an@itisiol.t111.;a111.1nx 
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Cerebellar granule cclls (CGCs) die apoptotically 
'\vhcn thcy are transfcrrcd fron1 a dcpolarizing 111cdiu111 
(25 111M KCl: K25) to a nonnal 111cdiu111 (5 n1M KCI; KS). 
Undcr thcsc conditions a group of caspases are induccd, 
particularly caspasc-3 (Annstrong: et al., 1997; Ni et al., 
1997: I..YMcllo et al., 1998: Marks et al., 1998; Modn et 
al.. 1999; Gcrhardt et al.. 2001). bue not othcrs likc 
caspase-1 (M;1rks et al.. t 998; Mor;\n et al., 1 999). CGCs 
:ilso die by othcr stirnuli. such as staurosporinc (STS), 
'\vhich is a potcnt inductor of apoptotic dcath (Koh et al.. 
t 995; Jacobson et al., 199íl; Krohn et ;ll .• t 998) and '\vhich 
also ;1cti,·atcs son1e protcascs, induding: caspase-3 (Uoix et 
:il., 1997: ~r;1ylor et ;11.. 1997). Althou~h thcrc is evidcncc 
rhat ca.,p.1SL'S .1n: involvl.·d in che apoptotic cdl dc.1th of 
CC~C:s. che c;1spase c:;1scadc induccd by t'\Vo differcnt apo­
ptotic stilnuli in thl.·sc cdls is not kno'\Vll in dct;1il. In this 
rcg-.1nl. che rnlc of .._·;1spasc-::! in this prcparation has not 
bcl.'ll clucid.nc.:d. 

\V e studied the effect of knv pot;1ssiu111 and S .. TS on 
tl1l.· acti,·.1tio11 of ditTcrent caspascs in cultured CGCs. 
Using: ditTercnt par.1111eters '\Ve fr--.unc.i th:it both K5 and 
s,-s induced activation of caspasl.-s-3 and -9. as 'vdl as thc 
rr.1nsloc.1tion of cvtochn.>111c-c to che cvtosol. In contr;1st 
ro K5. s~rs rnark.c..·dly :1cti,·accd caspasc'-2; chus, t'\vo dif­
frrcnt stinnrli induccd ditlt:rcnt caspasc :tcth·ation path­
''"·'YS in che s.unc..- ccll type. 

M/\TERI/\LS /\ND METHODS 

1~ct.1l c.1lf o;1.·nn11 p1.·n11.:ill1n /stn..·pton1ydn -.vcre obtainc:d fro1n 
GIBCCl (Gr.md bl.md. NlJ. Pnly-1-ly~ine (mol. wt. >300,000), 
tryps1n, ~oyhc.111 tryp~in inl11h1tor. J)Nasc:. 'it.n1ro~porinc:. 3-(4.5-
d1111t..•thylthi.1.7ol-.:!-yl)-::!.:i-dipht..•t1ylt1.•tr.1zoli111n brotnide (l\..\TT) 
;ind r1.·.1µ.c11t'> for poly.1t..1;.·l.11111de µ.el clcLtrophorc..•si'i (PAGE) 
-.vcrc obt.1111t..•d tl-0111 Stgtn.t (St. Lo111s. !\\(_"-:>). Enh.111ccd 
d1t..•1111lu1n111t..•:o.\.·l·11l·l.·-dt..•tcl tinµ. agent ti.lr phosph.-nasc alkJli11c­
.._·nnJug.1tl·1.-i .111t1hnd1\.•, .111d 111oll·1.-·ul.1r .. ..-.._·iµ.ht 111;uk1.·r~ (k.1ll·idu­
'>t..:npl·) ,,.l·r.._· pur •. :h.1,\.·d ti-0111 B1n-l'·".l (l·ll·n·ulc~. c:A), ;ind poly­
vinylidc1n· dtth1nndc (l'VI )I~) Jlll"IHhr.111cs "-'ere fro111 l\.11llipor1.· 
(lk·dfi.>1d, l\.1:\.). :\.11uh.•d1L"' .1g:.1111'>t c1,p.1,c-l, -::!. -3, -H ;111d. -•J. 
p•lly(:\I ll'-nb ..... .._·) p•>lynu·r.1 .. 1.• (P.t\.1,1') .111d cytochru111c-c v .. ·1.·rc 
purd1.1,ed ri-<llll S,\11t.1 (. :n1L (S.ult.1 l:n1z Bintt..·..:hnolnh:·. S.-int.1 
(. :nu. (. ::\.). (. :.1~p.1"l" :-.ub ... tr.ltl":-. .111d 111hihitors '-Vcrc fro111 Pcptidcs 
l11ter11.1tH•11.d tl.ou1..,..·ille. Kl~) .u1d C.--.lh1od11.·111 (l)ann~tadt, 
l;\."fll1.111y). :\.ll othl.·r d1ct111L·.d, .. vt..•n..• ufthe pur1.·~t grade av.libhlc 
tin111 rl·~ul.1r l·n111111t..•rci.1l 'ºllrCl':-.. 

Ct.•11 Cuhurt.•s 

( :erL·hdl.1r gr.111ulc cdls .... ·ere uht.Ünl·d a.; dcscrihed prcvi­
<>ll"lv hy .'\.tnr:111 .111d l'.nd (l'JH'J.1). Bri..-tly .... hssod.ncd ccll 
'll'Pl'll'll'll' fro111 th1.· c1..·rl·hc:lla nfH-d.1y-nhi rats "vcrc plated ;&ta 
,k11,uy of 211.=; ;< 111" cdh/c111::! in plao;tic dishes co;ited previ­
.. u-.ly wuh poly-1 -Jy,t11e (5 µgltnl). The culture 111ediun1 con­
t.1111L·,i h.1 ... d E.1~k·"s 111l·diu1n !<iupplczncntcd "vith tO'X1 (v/v) h1.•.1t-
111.1l tn·.tted fet,11 c.11( '>l"ru1n, 2 1nl\.\ glut.1111in1.·, :?.5 111l"vt KCI. 
;;,1 µ¡_!/1111 '>tn:pt11111ynn a11d 5tl U/1nl pc11killin. The culture 
d1 .. 1ie.., .. vt..·rc 111cuhatl.·d at 37ºC: in ~• hu111iditicd 5';{, C0 . ./95'.Xi ;tir 
.1r11h1,pl1crt..·, .11t<i cytosinc arahinosidc (l(J µIV\) .. vas a1.fdcd afrcr 
211 hr. Attl·r 7-H DIV. CGCs wcre eithcr transforrcd to a 
H·ru111-free 111ediu111 containinp; 5 111!\r\ KCI (refcrrcd to in che 

text as KS) or trcated with STS (0.5 µM) for varyinp; tin1cs 
(3-24 hr). In some cxpcrimcnts, cells werc incubatcd '\Vith 
thc indicatcd conccntrations ofVVAD-CJ-10. DEVD-CHO. 
Vl.:>VAD-CHO, IETD-CHO and LEHD-CHO. preforential 
inhibitors of caspases-1. -3, -2. -8 an<l -9. rcspectively. LDESD­
CHO .. vas also tcstcd as a caspase-2 inhibitor. lnhibitors '\'\'ere 
addcd '\Vith thc ditrcrent trcatn1cnt..; (K5 or STS) and '\VCre 
prcsent until che cnd of thc cxpcri111cnt. Cultures 'ven: used for 
cell viability or caspasc activity 1ncasuren1cnts. 

Ccll Viability 

Ccll viability '\Vas cstin1ated by MTT assay (l\..\os1nann. 
t•JH.3) ;it 12-48 hr aftc..·r transfcrring cclls to K5 mcdium. MTT 
is tr;insfonned to tOrnuzan bluc by active n1itocho1u.lria, and thc 
absorbancc is dircctly propnrtion;1l to the nrnnbcr ofvi.1blc cclls. 
l\.t'r·r (0.5 1111!;/tnl) "";1s ~1ddcd to thc cultures and thc cells '\'\'Crc 
incubatcd 1 hr at 37ºC. Ath·r rc111ov.1l of111cdiun1 conc.iining the 
rc111ai11i11g l\.t·r~r. IOO<y., di111cthyl sultüxidc '\V.1s ;idded to cxtr.H:t 
the t-ortna7--in bluc produccd. Afi:er incubation tor 15 1ni11 Jt 
roon1 tcn1peraturc in d.ukncss, fr>nnazan hlue '\Vas quantificd 
spcctroscopically. The rcsults ,..,..._.re c;ilculatcd ;1s che absorbance 
at 570 11111 111inus the .1b'iorb;111ce ~1t (,30 11111 .1nd dat.1 '"ere 
exprcss1.·d a-; che pt.•rccntagc uf contn .. ll horoups. As shov.·n prcvi­
nusly (lbl.i.zs 1.-·t .11 .. 1 •J•Ji); l\.\or:u1 1.-"t ;11 .• 1 ')'JIJ). tl1erc '\'\·.1s a Ver)' 
good cnrrt.•spot1dl·11cc bt..•t,vec..·n thc capacity uf culture~ to fi.lrltl 
tOrn1az;i11 hlue .u1d th1.· protl'Ín and l )NA con ten t. as '\'\'eil ~ts the 
proportion nt- lll'llrons th.1t appc..·arc..•d int.1ct by pha'ic-contra'>t 
1111cros...:opy. 

r=nr -;0111t..• t..•xpcri1111.•11t.;, f1uor1.•scci11 <liacetatc (1--::1 )A) and 
prnpidiu111 1odidc (l'I) dycs '"ere uscd to assess ccll viability. 
Fl.)A entl"N nonn.--.1 cclls a11d 1.·111its a gr1.·1.·11 lluorc:scencc .. ..-ben it 
is ck·avcd hy e~tcr.1!<.cs. c:k~1vcd 1--::J)A c.ut 110 longer pcnncate ccll 
111c111hra111.·s. l)rnpidiu111 iodide pc111.·trat1.·s dyi11g cells ;111d bitHis 
tn 11NA a1lll 1.·111its ;i r1.·d tluor1.·sct..•nce. Bdctlv. cclls '\Vcre '\Vashed 
t'\vice, incub.uc..·d '\'\"ith 5 µg/rul of 1--::1 )A ;nd 1 O µl\.1 PI for 
JIJ ttllll ;it .37ºC: .111d tl11.·n cclls '\'\"ere '\Vash1.·d '\'\"Uh l'BS and 
oh .. crvcd and photogr.tphcd .. vith a tiuorcscence 1nicroscope 
1.-·quippcd '\'\•ith EP 1llu111i11.1tion using .111 l'Xcitation "vavclcngth 
of 4H5 or 450 11111. 

Subcctlular Fractionation 

l\.\itochondri.11 and cytosolic fractions '\Ven: ohtaincd ;ts 
dt..•tailcd prcviously (Krajc'\'\'ski et al.. l CJ•J'J). C1iltures '\'\'l=rc l"Ín!<icd 
t'\'\'ict..• .... ·ith phnsph;ne-hutli:rl·d s.1line (PBS) .lt 37ºC. Ho1nugc-
11izatio11 and suhscquent stag1.•s of suh1.·ellul.1r fr.1ctio11atio11 '••ere 
...:;1rricd out in .1 :.t.1ndard butlCr co11t..1ini11g, 10 1111\,\ ·rris-1-ICI, 
().3 1nt\.\ 1.·tl1yle11t.•bis(oxy1.·thylcnc1iitrilo)-tctr.1-:icetic acid (EGTA) 
.u1d 0.:?.5 l\.\ sucrnse. pH 7.4. in thc prcscncc of 1 µIV\ phc11yl-
111cthylsulfonyl tiuoridc (Pj\..\SF). 2 µg/ml aprotinin. 1 µg/ml 
p1.·pstati11 and 5 µg/Jnl leupcptitt. Thc ho111ogen;itc '\V.IS ccntri­
fug,cd ;1t 5, 1 (JO X .!.! tOr 1 ( 1 1nin. Th1.· rc..·sulting supcr11;1tant ,,._1s 
ccntriti1g1.·d at l 4,5rn) X .e tOr 30 111i11 at 4°C to yicld ntituchon­
lirial (pcllt.·t) and cytosolic (supcrnatant) fractinns. Thc 111ito­
chondrial pcllct 'vas '\vashcd anc..I resuspcndcd in stand.ird butli:r. 
In so1n1.• cxpcrirneuts che pcllct v.:as incubatcd in t •.:-:, diµ.itonin 
for 1 O 1ni11 and niitochondria '\Vcrc rccovcred by ccntriti.r~ation 
at 14.500 X .'o! for 20 111i11. 

,,..,, 
L,. 

C·;.·~= ... iJiV 



Fi~. l. Effcct ofK5 ;mJ STS un vi;1bility ofCGCs. 
Cdls '~:ere culturcd fi .. 1T 7 ))IV thcn tran!iifrrn:d to 
K5 or treatc<l '\vith 0.5 µ.f\..t STS. Ccll vi.1biliry ,, •. ,,. 
c'l.0alu;1tcJ a'.'> l\.\TT tr;1n.,1Unn.uiun ('ce l\.1.1h.·ri.1l!io 
aud 1\\ctho .. h) as nu:a .. urcd at thc indicated ti111cs 
ati.er CC~C trc;1t1ncnt. Jn,ct i.ho,vs CGC vi.1bihtv 
nH."a!>un:d as l\\TT tr:11u.tUnn.ltiu11 uf CGC!> ::?-t l;r 
:1Üt.•r applh::atiu11 uf dilll.-n.•nt l.

0 LHIC<.º1ltratio11 ~,f STS. 
V.iluc" are 111cc-.111 :::=Sil ufS-7 ir1t.k•pcndc11t cxpcr­
i1ncnts. Signitic.1ntly dillCrent fru111 cuntrul (O hr): 
*/» < o.nt. ••/J < o.oot. 

lnununoblots 

125 

~ 100 
1i~ 
~~ 
.:! ~ 75 
... u 
e-
l! o 50 

--~ 
~ 25 

o 

Cells '\ven: rinscd t'\vicc ''"ith PBS at 37°C. homoµ;cnizcd. 
sunicatcd in lvsis buffer (25 1111\-1 Tris-1-ICI. 50 111M NaCI. 2':{, 
NnnodetP-4tÍ. ll.2'% Sl:JS, 1 µJ'v\ Pf\ttSr-. 2 µ~/tnl aprotinin, 
1 µ¡;/rnl pepstatin and 5 µg/rnl leupqitin. pl--1 7.4) =tnd centri­
fi1gcd at 3,400 X.!.! for 20 1nin at 4ºC. The protcin concentration 
nf the cell ho111ngc..·11.nc..·s '-Vcre detc..•rnuned hy che: 1nc:thnd of 
Br.1dti. ... rd (l'J7(>). l-In111ogc:natc..·s (511 µg ofprotc:in pcr l.111e) ,..-ere 
run und ... ·r 1101irc:.tuc1ng conditions 1n .1 nne-di111cn.,1on;1l Sl)S­
J>ACE and dc..·ctroblotted nntu PVDI-; 1nc111branc:s at lllO V ti..>r 
1 hr. Bhns -.vc..·rc..· blo..:ke1.-l -.vith Tn.,-hulti.·rc..·d s.11ine/T"· ... ·c11 211 
(TTBS) butll..·r (Jt1tl ml\\ Tri .. -HCI. ISO 111.l\1 N."JCI and 0.1·~;. 
J"-.vc..•c..•11. pl-1 7 .5) Lllllt.1i11ing 5':,. IHlllÚt dry 111itk fi."Jr 3 hr at ·lºC, 

.. ..-.1 ... hc.."i thrc..·e t1111c..·.,; "·ith ·¡··1·Bs .111d 111cuh.1tc..·d ovc..·rnight "'ith 
tl11.-• pn111.ir:-: .11n1hndy .. ·\.ti:c..·r fi.1i-th1.-·r ''"·'~lung. th1.-• hlot' -.ven: 
1111.- ub.1tc..•d '":1th .1U. ... dtt1e ph,,...ph.n.a-.c..·-1..·onjug.nc..·d sc..·co11d.1ry an­
nb.~d..- ti.ir 1 hr .1t t•Hllll te111per.lt11r1.-·. Afrc..·r ,,._l',hing, thc: hlots 
"'l"I"•: prP<.'.l'"'•l·d t~1r -..·1,11.1h7.1th1n U'illlg thc..· enh.J.nc ... •d ch ... ·1nilu-
111111l· .... c..-11< c..- 'Yql·111 ,,,-,,:Prd111g, hl thc..· 1n.111ut:1ctur ... ·r's rcco11u11c11-
.L1C1•111 ... (lho-H .. 1d 1 .1bor.1tnr~e.,;) .ond c..·xpo.,;ed to Kod.1k XJ'\.H .. -5 
ri\111 1 h·11.,1t1.1111et11.._· .111.1ly.,i.,; llf hlot.,; ""'" carried out ,..-ith thc 
l1:i.1ge-J prng1·.1111, Nll I 1111.lg\.· vc..•r,,.inn 11.').""\ c..•. 

<..:ot.,poa~c l\ctivity l\1ca~urcnu.•nt 

(.:e-;(·,. "-"c..·n· ""'"hcd ,..,.1th l'BS .11nl hu111ogc111zed in lysis 
l1uri~·r. "l"he ho111ngc..·11.otc..·~ ''"\.'re dilutc..·d 1: 1 ('-·ol/,·ol) ""ith µlyc­
l'l••I .11hi !'>tlnc..·d .lt -711°<.:. l:.1.-.p.1._ ..... 1ctiv1t1es .. ..-ere ass.1yc..·d hy a 
rlun101111..·tn .. · 11tcthod (l"hor11hc..·1TV. l'J'J-l) in a lu111inc:sccncc 
'l't."\"tl\llllctc..·r (Lu1111111..·.,;cc..·11c ... • Spc..'\.:trun1\.·tcr i\1\\INC:c.1 • Bo, ... _ 
111.u1 Sc..·nc..·,,.2) u,,.111µ thc tc..•tr.1rwpttdcs Ac-VVAIJ-Al\.·1C. Ac­
Vl)\'AJ >-A1\.1C, Ac..·-JJEVD-Al\.\C, IETD-.r\.l\.-1C and LEHD­
.r\.1\1C as M1hstrates to dc..•tcct the activity ofcaspasc-1, -2. -3. -8 
;1nd -'J. respc:ctivdy. c.-:aspasc-2 activity -.vas also n1c..·asurcJ using 
Ac-LDESD-Al\\C. Thc n·action" wcre tOllo, .. ·cd for 15 min 
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ati:er addition of substratc (25 µM) and ccll h01nogenate 
(30 mp;/lnl) in a standard solution containing 100 ntM HEPES. 
10% ('-""t/vol) suero.se. O. 11Yu ( .. ve/vol) 3-[(3-cholamidopropyl) 
di111cthyla111monio}-l-propanc sultOnatc (CHAPS). 10 n1M di­
thiuthrcitol. 1 1nM EDTA, l 1111\t\ Pl\t\Sr-. 2 µ..g/rnl aprotinin. 
l µg/Jnl pepstatin. and 5 µg/tnl lcupcptin. 

Statistical Analysis 

)_)ata ;1rc cxprcsscd as thc 111can ::!: SI::> valucs. and statistical 
sign1ticance of thc rcsult.,. ""''as dctcnnined by Studcnt"s t-tcst. 

RESULTS 
EfTcct of' KS ;ind Staurosporinc on Ccll Dcath of' 
CGCs 

In a prcvious study it '\vas obscrvcc..l that CGCs 
hYTo .. vn for 7 I:>IV in a K25 n1cdiu111 and transfi:.-rcd to a 
lo"v K 111ediun1 die in a conccntration-depcndcnt tnanncr 
(l.YMello et al., 1998; Moroin et al.. 1999). '\Ve conlinued 
those rcsults. cvaluouini; ccll vi;1bility ;1s M·r~r tro111stOnno1-
tion ofCGCs trcatcd '\Vith K5. Undcr thcse cunditions '\Ve 

found a rcduction of ccll viability of about 55'.Yu and 731.Yu 
aficr "24 hr and 48 hr. rcspcctivcly. "vhcn co1np.arcd to 
control (l::ig-. 1). ~rhcsc rcsults .. ven: si1nilar to thosc ob­
taincd usin~ Fl_)A-PI to l;1bcl livin~ cclls (4'J.S :!:: 4.1 •y,, 
aficr 24 hr and 28.3 :!:: 3.9 aft"-•r 48 hr). Si1nibrly. S~I'S uscJ 
at a collCl."Jltration ut- 0.5 µl'\r1 induccd a dccrca!'.e uf cdl 
vi.1bility of 5C >'Y.1 .111d HO'X, afi:er 24 hr •tnd -t8 hr. si111ibr to 
.. vhat '\Vas obscrved ti....r K5 (l::ig. 1). CGC c..lc..~~uh induced by 
s-rs is also conccntration-depcndent (Fig:. 1. in!'.crt). 
'\Vhcn cells h"TO'\Vn in a K25 n1cdiu1n fOr 7 DIV '\Vcrc 
trcatcd '\Vith 0.25 µM. 0.5 µM. or l µM s-rs far 24 hr • 
ccll surviv;1l '\Vas reduccd by 3lY.Yu. 50%1 ;1n<l 70% .. rcspec­
tivcly (Fig:. 1. inscrt). 
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,-hc.·"c: results "ven: supported by the change in the 
1110r¡..,holo~ic.-.1l .1ppc:arancc of CGCs transfern:d to KS 
n1c.'diu1n or crc:.1tc:d '\.Vith. STS and obscrved by phasc: con­
tr.1st nlicroscopy (Fig. 2). Both. KS ~u1d STS (0.5 µM) 
trc:.lt111ents induccd sirnilar n1orpholo1;ical altcrations of 
cc;c._. Afrcr 24 hr 1nosc cells cxhibitcd a dccrcasc in cell 
vohunc..· andan ~1pprcciablc dcgcncration ofthcir saina and 
ncuritic procc..•ssc.:s. particubrly in che prcscncc of STS. 
Ati:cr 48 hr 1nost cdls are alrcadv dcad in both conditions 
(l'ig. 2). . 

Caspasc Activation by Staurosporinc and KS 
Caspasc-3. Thc activity of caspascs-1. -2. -3. -8. 

and -9 \vas ev;iluatcd using fluorogcnic substratcs. le has 
bccn dctnonscratcd ch;it chcsc substratcs sho'\.v spccificicy 
fOr che diffcrent caspascs (Thon1bcrry et al .• 1997) and chis 
'\.vas türthcr confinned in chis study '\.Vith che obscrved 

Fig. 2. Effc<."t uf K5 and STS on the 
111urphulo~")· oC CGC .... Cdt ... "'"ere cul­
tun.-d tOr 7 DIV in K25 (Control) anJ 
•. :uhure... \\'ere tr.111 ... tCrrcd to K5 ur 
trc.ucd with STS (0.5 µ.l'v1). Cuhun: ... 
.. vr:n.• ub .. crvcJ unLler ph.-i!ioc..• c..·u1ur;1,t nti­
c..·ro .. c.:-opy aftc:-r 2-1 ur 4H hr. s .. ·.1lr: l>.1r = 
511 µ111. 

fr.lgn1cntation of ch ese caspascs top;:cthcr '\.Vith che accion of 
caspa-.c inhibitors. Thc activity of caspasc-3 \Vas 1neasurcd 
as Ac-1.)EVl.J-AMC clcavagc at ditTerent tirncs after trc;lt-
1ncnt. As it has bccn sho,vn~ prcviously (Shulcz et al.. 1996: 
Atlante et al.. 1998: Mod.n et al.. 1999). J.)EVlJ-AMC 
clcavagc '\.vas 1narkedly incrcascd in cclls transforrcd to a 
K5 n1ediu111 (Fig. 3A). lJEVL) clcavagc rc;tchcd a 1naxi-
111u111 aftcr 8-12 hr ;111d chcn sho'\.vcd a tnarkcd c..h:crc;1sc 
(Fig. 3A). Thc ;1ctivity of caspasc-3 ,...-as inhibitcd by 
approxi111atcly 361Y.1 and 48%. '\.vhcn cdls '\.Vcrc incubatcd 
during 8 hr '\.Vith KS in che prescncc..· of caspasc-2 ~uH.i -9 
inhibitors (10 µM). rcspeccivcly (not shov.:n). Whcn cclls 
\\'ere trcatcd \vith 0.5 µM STS. Ac-l::>EVIJ-AMC ch:av­
agc sho,vcd a thnc course si1nilar to that obsc..•rvcd for KS. 
although che accivation \V.as 111arkedly lo\vcr (about duce 
tin1cs). Thc ti111e coursc of caspasc activity ;and. procaspasc 
fragtncntation obscrvcd by i11l111unoblot assays occasio11-

. ..,n ., ¡ ITSIS Cr~--~-7 1 

1 FALLr.º ~:>L_:~ . .:.:.. -~iiU·U 
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PAH .. P prucc.,,ing: in CGc ... Cdl, 111.1iT1tai11l.·d m K:?5 (C) fr,r 7 DIV 
\\.'c."rC' tr.J.n.,fCrrcd to K5 or trc.ttt."d \Vith 11.5 µf\..1 STS fi.>r tl11: i11di1..·.itcd 
pc:nu1.h uf tune. A: Tinu: i:ounc of dc.1\:agc uf Ac-DEVD-Af\..tC. 
J.r...c:,.ulh .irc c:xpn.~!>c=-d ;1.., thc=- d1.111ge in Huun:"••cc:111:c: pcr hour pcr 
uiillii-.-r.un oí prutcin. Valuc!io are 111c:~11 ::!::::: SD uf tivc: inJcpC'ndcnt 
c..•xpcri111cnt!>. Sig:nitic.u1tly ditlCrcnt fru111 i.:unu-ul (O hr): * J> < l).(JJ, 
• • P < ll.l lt 11. ll: Tirnc '-·uur-1..• of c.".t!>p.1 ... c-3 fr;.1g111cntatio11 by K5 or U.5 
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STS 
µJ\,1 STS .. ul.llyzcd by \Vc .. tcrn blut .t!'>!'>Jy. Thc 17-kt:J.a b.1nJ ... ho'l.Vn h 
.1 pruduct ofprutr..·oty .. i.. ofthr..• "-·.1 .. p .... 1.·-3 proc11zy111c ;11t"°r3. 8, ;111d I:? hr 
of trc.1t11u.·nt. C: IJ"-·n .. itu111ctri"-· .111.1ly-.i .. uf thc 17-klJa banJ uf rc:-pre­
!ocllt.1ti'l.·c i111111u11oblut fru1n fi,·c i.cp.1r.1tc cxpcri111e11t. ... A11.1lyi.i!o 'l.Vai. 
c.arricJ out ai. dct.1HcJ in f\..1;1tcri.1b .. 111d Mcthud .... D: Ti111c cour..c: of 
PARP frawm:ntation iuJm:eJ by STS ;mJ K5 in CGC!o rcvcalcJ by 
inununublot ;1i.i.ay. Arruv .. ·..,, inJkatc inta1.:t ( 116 kJJ;1) .111d H5-k1J;1 f"i-.1g-
1ncnt of PAl~P alicr 8, 1:?, .i.nJ :?4 hr oftrc:-auncnt. 
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ally sho,vcd an apparcnt lack of corrclation that could be 
cxplaincd by a loss of the protcolytic activity of che frag­
rncnt but thc prcscrv;ition of thc frag1ncnts Ítnn1unorcac­
tivicy. In thc prcscncc oflO µM caspasc-2 inhibitor during 
STS incubation thc activiry of caspasc-3 "vas rcduced by 
ahnost 6(Jo/t1 (not sho,vn). 

As I::>EV[) can be cleavcd by caspascs-3 and -7 
(Thon1bcrry et al.. 1997). """e used Western blot analysis to 
cvaluate che gcncration of thc active fragn1cnts of 
caspase-3 and caspasc-7 in ho1nogcnates fron1 cdls treatcd 
"vith 1<5 or STS. Undcr thesc conditions. caspasc-7 ""ªs 
not proccsscd alter 3-24 hr of trc..·:ttJncnt (not sho,vn). In 
contrast. i1111nunoblot assays rcvc:dcd che prcscnce of 17-
kJ:);¡ frah'lllL'nts dt..•rived frotn c.1sp.1<ie-3 procnzy111e in 
CGCs trL"att..·d 'vith both K5 and s,-s (l=ig . .3B). Thc ti1ne 
coursc of tht.· cispasL·-3 prnct..·-.sing "'ª" si1nibr to that 
obscrvcd fl.-¡r the ca-.p~1sc acti-..·ity. i.e .• thc highcr dcnsity of 
che fr:t!-..,'lnents corresponded to 8-12 hr of treattncnt as 
cvidcnccd by che dcnsitornctric n1c.1surcn1cnts cr=ig. 3C). 
Thcsc n:sults, togcther 'vith the suggcstion that c;¡spasc-7 
is not prcscnt in che brain. tnay indictte tJ13t caspase-3 is 
r~·sponsiblc frlr Ac-L)EVIJ-AJ\.1C clcav.1ge in our pn:par.1-
tlOJl. 

To further confinn thc activation of c.1spast..·-.3, ""C 

detertnined che prntt.·olytic clL•avagc nf PAH .. P, a natur.11 
~ubstratc nf c.ispast.•-3. by t..k·tccting che characteri~tic 85-
kD.1 fr.1g1ne11t via \Vcstcrn bh)t (r-i~ . .JI_)). -rhc PAH .. P 
proct.·ssin~ in hn111ogc:natt.·s frorn CGCs trL',1tcd ""ith K5 
""as sitnilar to th.1t obsc:rvcd in 0ther studics (Ekbd.1h et 
.11.. 1997: ,.aylor et :al., 1 'JtJ7). Under both conditinns 
therc "".lS .1 tin1c-dcpe11dc.'llt dt..·crt.·a-.e ot' thc llAJ:t.lJ lc..·vel<> 
(116-k]),1 b.111d) conco1nitant ,...-ith an incrL·asc in the den­
sity of tht...• H:=i-kl"'J.1 b.u1d, corrcsponding to ont.• of thL· 
produce-. nf PAH .. P protcolysis by c.1sp.1se-3 (r-ig. 3L)). Thc 
hi~ht.•r levds of thL• H:=i-kJ_).l frab'lnt.·nts ""L'rc ob-.crved 
hi.:nveL'll H-12 hr. 

Casp.asc-8. lt has been sho,vn that c.1sp.1sc-.3 ;1cti­
v.1tinn is indul.'.ed by the initiatnrs c.1spases-8 and -9 by 
ditYL·rent stiniuh (Srinivasul.1 L·t .d .• 1 lJlJC•: !'v1uzio et .11., 
1 1J1JS; Thornh1..•rry et .11.. 11J 1J7: Stennicke ;1nd S.1lvcson. 
l•J9H). \Ve h.1vc.· t..·,·.duatt..·d che .Ktivity of c1sp.1sc..·-S using 
d1t.· Ac-I ETI )-.r\!\ 1C: pc.-·ptidc .1s a prclC:rrcd substr.1tc 
(Thoniht.·rt"")o· c.·t .d., 1 lJlJ7). lnti..·rt..·~tingly. '\VC obscn.·L·d the 
pn:~cJKe of a s111.dl hut signitic.u1t c1-.p.1sc-H-hkc activity 
u111..k·r conu·nl co11ditiu11-. (Pi~. -1..-\.). \Vhen i.:ultun:s 'vcre 
trc.1t:cd for 3 hr 'vith eitht..·r K~:=i or t ).5 µl\...1 s,-S, '\VC found 
.1 rt..·dunio11 t(1lhJ'\vL·d bv .111 ini.:re.1.,.L" ofthc b.1sal <1ctivitv of 
...-.1,p.1-.c-H (l:ig. -J:\). AtÍcr 24 hr thc accivity in KS and STS 
co11dit1011s .1h110:-.t 1..lisappe.1rcd (1--;ig:. 4A). In linc "'ith thc 
ob-.crved ac:tivity. 'vhcn "'e analyzcd the proc:c.:ssing: of 
.._·.1sp.1se-8 by \Vc:-.tern bloc assay "'e dctccced che p20 
fr.1~111ent in ho1no~en~1tcs of control cclls and fro1n cdls 
tn·:ued '""ith both S·rs and K5 (l=ig-. 4B). as cvidcnced by 
tht.• dcnsiton1ctric 11H:asurc1ne11ts (J:ig. -IC). 

Caspasc-9. Ac-LEl-IJ)-Al\.1C clc:a-..·agc 'vas uscd 
tn c-..·aht3tc che ;1ctivity of caspasc-9. \Ve found that STS 
produccd a tnarkcd ct1Cct on caspasc-9 activation. sho,ving 
a thrcc-tOld incrcasc of LEHI:> clcavagc aft:cr 8 hr of che 

trcatn1cnt (Fig. SA). KS trcatnl.cllt also induccd a stnaller 
but significant activation of caspasc-9 (Fig. SA). In a 
prcvious study '\.Ve rcportcd a lack of caspasc-9 activiry 
induccd by KS (Valencia and Morán. 2001) cvaluatcd as 
substr.itc clcavagc. This lack of activity could have bccn 
duc to tcchnical problen1s. including thc intcb'Tity of this 
substratc .... vhich could havc lcad to an inaccurate cstilnatc 
of protcasc activity. ln che prcscnt study -..ve includcd 
additional cxpcritncntal approachcs to cvaluatc thc partic­
ipation of this caspasc; by inu11unoblut assay. "ve con­
tinned the activation of caspase-9 by KS by sho,ving thc 
presencc of thc 10-kDa frag1nents induced by this condi­
tion (Fig. 513). On thL· othcr hand. in STS honl.ogcnates 
thc plO band 'vas pro1nincntly displaycJ. (Fig:. 513). ln both 
cases the p 10 frahrtnents '\VL·rc cvidcnt ~1ftcr 8 hr and thcy 
'"·ere prcscnr aftcr 2-1 hr (F=ig. :=iB). ,-hcsc rcsults are sho,vn 
in che dcnsitn1netric 1nL•asurc111cnts (i--;ig. 5C:). 

Caspasc-1. \Ve 111easured thc ;Ktivity of caspasc-1 
as Ac-YVAD-AMC clcavage and found th:t.t casp;-isc-1 -..vas 
not activated by K5, in ªh'Tcc1nent "'ith prcvious studics 
(l\.-'1or;ln et al.. 19<J1J). Si111ilarly. STS did not atlC:ct 
c.1spasc- l activity at any ti111c 1nt.·asurcd (i.c., 5 1nin to 
2-1 hr, not sho-..vn). Tht..·se rc<>ults "'ere supported by the 
\Vcstcrn hlot ~1ss.1y tl-,r c:aspast..·-1. in "'hich '"'e could not 
dctect .1ny fragtncnt fron1 hn1nogt..'llatcs of KS or sFrs­
trcated L"tilturcs for short (5 1nin to 3 hr. not sho-..vn) or 
long periods of tirnc (4-2-1 hr). 

Caspasc-2. \Ve n1t.·asurcd the ;Ktivity of caspase-2 
as Ac-Vl)VAJ_)-Al\1C dcavagc and tOund th:tt SFl"S in­
duced tht.· proccs<>ing of tluorogi..·nic synthetic pcptide Ac­
VtJV AJ")-Al'v1C 3 hr aftcr the applic;¡tion of trcauncnt 
(r-ig. (1A). U111..kr tl1L"SL' conditinns, che ;1c:tivity of caspasc..•-2 
rt..•.tc:hed thc..• highest levcls ati:er 8 hr (C:i~. 6A). KS also 
induced tht.• de;¡vagt.." of VI JV ,1\) J-,t\l\.-1(_:; hu-..vevcr. thc 
ohst.•rvt.•d incre:tse '""ªs s111.1ll and it: sho'\Vt.•d a 111;1xi1nu1n 
:lllt.•r 12 hr (J=ig. í1A). Tn c..·n11tir111 tht..•st.• ri..·.,.ults. '"e 1nc..·a­
sured ck·;1vage of ;1 ditl'crL'llt c:asp.isc-2 suhstr~ltc. Ac­
Ll__)ESI::>-Al\-,1C (S,v;1nton et al.. 1 lJlJ'J). \.Ve ;1~Y":li11 fi.n1nd 
that K5 induced nnly .1 slight prnce-. ... ini:~ uf Ac- LI )ESl::>­
Al\.1C afrer H-12 hr, .1s c:n111parcd to STS. -..vhich inducc:d 
a 12- ;uul :=i-tl>ld incrt..·.1se of thc suhstr;ltc cleavagc afic..·r H 
~nd 12 hr of trcauncnt. rt."<ipcctively (not shu,vn). Fru 
turthL·r evaluatc..· thc activ:1tion of ca-.pa,..c-2 '\.vith both 
stirnuli, ;¡n i111111unoblot ass.1v -..vas ust.•d to cx;1111i11c the 
prncc.·ssing ufthe prnenzy1nc."r=igure úB sho-..vs an 18-kJ_)a 
band corrcsponding to che actiVL" fragn1ent of casp;1sc-2 in 
hotnogenates frorn cclls trcatcd -..vith STS fr.,r diffcrent 
lcngths of ti111e. This fragn1t..·1tt "";1s observcd bct,veen 3 
and 12 hr (l:ig. í1B). In contrast. K5 'v;1s not abh: to induce 
caspase-2 fragtnL•ntacion during che tirst 24 hr (r-ig. 613). 
Thc..·sc rc..•sults are sho,vn in thc dcnsitornecric n1casure1ncnt 
(Fig. í•C) and suggcsc that thc clcavagc of Ac-VI::>VAl:>­
Al\.1C observed in K5 could be duc to the action of 
caspasc(s) otl1L·r than ca-.pasc-2. 

Cytocl1ro111c-c Rclcasc 

. _Onc o~ thc proposC"d 1ncchanis1115 by ... vhich c:tspasc-9 
1s ;-icuvatcd 1s through thc rclc;1sc of cytochro111e-c fro111 
1nitochondria to cytosol. Figure 7 sho-..vs cytochron1e-c 
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dctcCtl.•d as a 17-kL>a band in che 111itochondrial and 
cytosolic fractions ofCGC ho1nog:cnaccs. In CGCs crcaccd 
""ith K5, ~1 t.k·crc.tsc in nlitochond.rial cvtochro1nc-c "vas 
obscrvt..•d, n.:.1ching a 111.1xi111al n:ductio;1 afccr 8 hr (Fig. 
7A). ·which corrcsponds to thc incrcasc obscrvcd in che 
cytosolic cytochro111c-c lcvcls (Fig. 7U). STS trcac1ncnc 
also induced a 111arkcd reduccion in cvtochron1c-c lcvcls in 
chc 111icochondrial fraction 6 hr afrc~ trcacn1cnt (Fig. 7A). 
Thcsc changcs in lcvds of 111itochondrial cytochro1nc-c 
also corrcbtcd "vith. an incrcasc obscrvcd in che lcvcls of 
che 17-kl)a b~111d in che cytosolic fraccion of thesc cclls, as 
co111parcd to controls aftcr 8 hr (Fig. 7U). Wh.cn ch.e 
n1itoch.ondrial fraccion '\Vas trcatcd '\Vith digiconin, che 

K5 STB 

cycochro111c-c con cent '\Vas rcduced 111.arkedly (Fig. 7 A), 
sho'\ving cha.e che 1nicochondrial fraccion '\Vas prcscrved 
during fracciona.tion and that che contcnt of cytochron1c-c 
rcn1aincd inta.cc. 

Effcct oC Caspasc Inhibitors 
To cvaluatc che role of ditTcrenc caspascs on CGC 

dcach induced by KS and STS, '\VC scudied che etrccc 011 
ccll survival of che caspasc inhibicors DEVD-CHO. 
IETL>-CHO, and LEHl::>-CHO, '\Vhich sho'\v rcla.tivc 
specificicy far caspa.scs-3. -8, and -9. rcspcctivcly. 
Caspasc-2 '\Vas inhibitcd prcfcrcntially by C'\VO ditTcrenc 
pcptidcs. VDVAD-CHO and LDESD-CHO. Thc caspasc 
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inhibitors \Vcrc uscd at ~l conccntration of 10 µM; highcr 
conccntrations '\Vcrc incffcctivc: or induccd ccll dcath. 
lnhibicor spccificity '\Vas tcstcd in ho111ogcn~ttcs fro1n cclls 
\Vith ditTcrcnt activatcd caspascs. Ali caspasc activitics \Vcre 
abolishcd con1plc:ccly '\vhcn thcir corn:sponding inhibitors 
'\Vcrc ~1ddcd to che cdl ho111ogcnatcs during: fluoro111ctric 
111casurc1ncnt (not sho\vn). On che ochcr hand, using chis 
protocol. che caspasc-8 and -9 inhibitors '\Ven: unablc to 
111odit)· che activicy of caspasc-2 and -3. caspasc-3 inhibitor 
did noc reduce caspasc-2 activity. and caspasc-2 inhibitor 
did not atTcct thc activity of caspasc-9. Thus. thc pcpcidc 
inhibitors sccn1 to be spccific for thcir corrcsponding 

e.aspases. Whe!n cclls '\Vcrc in.cubatcd siJnultancously '\Vith 
caspasc inhibicors and KS. '\VC found chat CGC dcath '\Vas 
rcduccd slightly by caspasc-3 blockcrs. '\Vhcrc~ls che 
caspasc-9 inhibitor signific~uuly protcctcd CGCs fro111 ccll 
dcath aftcr 24 hr of trL•anncnt (Fig:. 8A). Undcr thcsc 
conditions. che caspasc-8 inhibitor IETI::>-CHO had a 
s111all cffcct on thc KS-induccd CGC dcath (Fig. 8A). 
Vl::>V AI.:>-CHO and LJ::>ESI.:>-CHO. spccific inhibitors of 
caspasc-2. '\vcrc not ablc to block cell dcath induccd by 
KS. On che othcr hand. '\Vhcn CGCs '\VCrc trcatcd '\Vith 
STS. caspasc-2 inhibitors rcduccd CGC dc~lth by about 
70-80'}{, as con1parcd to control cclls (K25): caspascs-3. -8 
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and -9 inhibitors partially rcduccd CGC dcath \vhcn uscd 
ac a conccntration of 10 µM (Fig. 813). 

Thcsc rcsults \vcrc supportcd by thc 111orphological 
appcar.1ncc ofCGCs trcatc:d \vich KS or STS for 24 hr in thc 
prcscncc of ca. .. pasc inhibitors. Fib'rl.ln: 9A sho,vs that ·whcn 
rrcatcd \.Vith K5. only thosc CGC culn1rc...~ trcaccd \Vith 
inhibitors of caspascs-3 and -9 \vcrc partially or con1plctcly 
proccccc..~d fro111 dcath. In centrase. che caspasc-8 inhibitor 
IETI.:>-CHO did not shov1.• a significanc cfl"cct on che 
1norpholo!-.,ry of CGCs (Fig. 9A) as co1nparcd to che KS or 
K25 condicions. In addition, che caspasc-2 inhibitors 
VDVAD-CHO and LDESD-CHO did noc prcvcnt che 
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KS-induccd da111agc. Whcn caspasc-3 inhibitor \Vas incu­
batcd \.Vith caspasc-2 or -8. \.VC did not observe any dif­
fcrcncc co111parcd to caspasc-3 alonc (Fig. 9A); ho\.vcvcr

9 

che co111bination of caspasc-3 and -9 inhibitors 111arkcdly 
rcduccd thc CGC dcath induccd by KS (not sho\.vn). 
Whcn cultures trcatcd \.Vith STS far 24 hr \.vcrc incubatcd 
\.Vith caspasc-8 inhibitor. no protccrivc ctTcct \Vas ob­
scrvcd. although c~tspasc-3 and -9 inhibitors partially pro­
rccted CGCs fro111 ccll dcath. In contrast. thc caspasc-2 
inhibitor sho,vcd a 111arkcd protccrivc cflCct ªb~inst STS­
induccd dcath (Fig:. 9U). Thc co111bination ofinhibitors of 
caspasc-3 and caspasc-2 or -9 co111plctcly abolishcd CGC r-- ?r.'TI" ----- - ·-·-¡ . TL~, .u C~-:~~:: 1 
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Fig. 7. Etli:c.:t of K5 •UHI St on tlu.- cytuc.:hronu.·-L· rclc.".1">'-" funn 111itu­
chondri.1 in CGC .... Cdl .. 111.tint.ainc."d in K25 (C) for 7 DIV ''''-"Te." 
tr.unforrcJ to K5 or trc.1h.·d "'lth ll.5 µIV\ STS fur thc ind1L·;1tc."d pc."riod .. 
of lilllL". Cc.•11, ""ere..• tr.u:lion.ttc."d to yicld 111itod1011Jri.1I .111.J cytu .. olic 
ti-;1ction' ;1' Je ... crihcJ in M.ttcri.11"> and Mcthod ... R.cprc">c:o1u;1tive inunu­
noblot!> of cyto1..·hru111e-c in thc 111itod1undri.1I (A) and cyto!oolk (D) 
fr.1ction .. of CGC, .1rc 'hº"''n. In A. '-·el), ''"'-"re trc;1tcd .... ·ith di~--itonin 
(Digit; l'Y.',) bcfun· c.·cll fr;i'-·tionation. 

dcath induccd by STS. Again. che prcscncc of caspasc-3 
and -8 inhibitors did. noc ni.odifv altcration ofCGC n1or­
phology by STS (not sho'\vn). · 

DISCUSSION 
Apoptosis is a process of cell dcath involvcd in che 

ho111eost~1sis of or~~'nisn1s. Thc study and charactcrization 
of 1nokcuk-s th~1t have a kcy role in this proccss has 
allo,vcd che clucidation of pare of che 111cchanisn1s rcspon­
sible for che ~tpoptotic cell dcath. Caspases sccn1 to be one 
of the 111:.in co111poncnts of apoptotic 111achincry (Ch en et 
;11.. 1998; Ni et ~11.. 1998). The proccss see111s to be carried 
out through a protcasc cascadc. A group of caspascs accs as 
initiators in che cascade. directly ar indin:ctly activating a 
second ~rroup of protcascs. tht.· cflCctor caspases (Ku111ar. 
1995; Cohcn. 1997; Salvcscn and L:>ixit. 1997) that 111edi­
;tte the cle.n·.1~e of .1 lar!-:C nutnber of protcins (Nicholson 
.u1d Thornberry. l'J97: Porter et ;11.. l'J97). 

In chis study. "'c.: uscd t'\vo ditlCrcnt sti1nuli. dcpri­
,·;ition ot- KCl (K5) and STS, to ilu.iuct.· the apoptotic cell 
death of cen:bellar ~'Tanulc cells and ''"e found that both 
induced che acti'"'1tion of diOCrent cao;pases. An obscrv:a­
tion fro111 thc prescnt study "'as that saine caspasco; 'vcrc 
not acti,·atcd by thc stitnuli used .. ts it "·as far caspasc-1, 
\.Vhit:h did not sho\.v ;1nv activ;1tion in CGCs trt.·atc..·d 'vith 
K5, as observed in pre~·ious studies (Marks et :al., 19'J8; 
l\.1or.ín c-t .d .. 1 'J9'J). In .1ddition. "·""- tOund th~tt STS "'as 
unablc to activare c.1spasc- l in this prcparation. ln a prc­
vious study using hippoc;nupal ncurons treatcd '\Vith STS. 
ca-.p;1sc- l "'~'s sho"·n ca be ac..·tiv:1tt.•d a short ti111t.· ;.1ftc..•r STS 
cxpo~ure (i.c .• 30 1nin). suggesting that this protease could 
bt.• an initi.ttor caspasc (Krohn et ~11.. 1998). Caspasc-1 
activity could not be detccted in CGCs treated 'vith STS 
or KS. ho"·evcr, cven ~tt titncs as short as 5 111in. Thus. it 
is possiblc that thc sanl.c signal tor apoptotic dc:uh could 
induce dit1Crcnc Cólspase casc;1dcs depending on che type of 
neuron. 
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Fig. H. Etll:o'-·c uf ~ª'P·•"C!' i11hibitur' on thr..- CGC dc.1th induccd by STS 
.111.J KS. Cdl~ "·en• c.·ulturcd fur 7 lllV. th'-·n crc.Hcc..I .. vith l).5 µ.M STS 
(A) or tr.111 .. tCrn·c..I to K5 (U). c .... p .... c.· 111hihitur. '\verc.· pn:· ... cnc ;u: a 
.._·u11ccncr.1tiu11 uf lll µ.f\..1 fru1n thr..- bc~innin~ ufrrc-;1t111c11t. Ccll viability 
""'l> 111c.1,ured -'"' tv1TT cr.111'tl>n11.1tiu11 <1tlcr ::?4 hr ('ce l\.1atcrial!o anJ 
l\.1cthod .. ). H .. c.· .. ulh .1rr..- '-"x¡~rc!o'c."c..I ·'' upti1..·.1l dcn,ity unih (OIJU). B.1n. 
.1rc 1nc;u1 :::: Sil of chrc'-• iudc:opcnc..1...-nt cxpl!'ri111cn1'. Si~nitic•uuly J¡1:. 
fcrcnt fru1n STS (A) ur K5 (U).•/'< o.ol. ••p < 0.001. 

Caspasc-3 has been sho"•n to act as an cffector 
c;ispasc durinp; apoptosis in a large varicty of prepara tia ns 
(Xut.· et al., 1996: Chandler et al.. 1 998; J~inickc et al.. 
1998; Marks et al., 1998). As de1uonstr;itcd in prcvious 
studics (Anustrong et al.. 1997; Ni et ;1.l,, 1997; [)'Mello et 
al., 1998; l\.1arks et ~11.. 1998; Mor•Ín et al., 1999), our 
results dcn1onstrated that KS activated caspasc-3 in CGCs. 
Sinlilarly. STS activatcd caspasc-3 '\Vith a con1parablc tctn­
poral coursc. bcing cvidcnc at 4 -6 hr and reaching ;l. 

1naxinuu11 at about 8-12 hr aftcr CGC trcaunent. Thc 
clcavagc of PAl~P. an cndogenous substratc of caspase-3. 
confinns che activ;ition ofthis caspasc by both KS and STS 
in CGCs. Thc involve111ent ofthis caspasc in che apoptotic 
dcath ot CGCs by KS and STS '\Vas further supported by 
che cfTcct of che caspasc-3 inhibitor on apoptotic dcath; 
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Fi~. tJ. Etli:•.:t of .. .-.,~p.hc inhibuur' 011 th .. · 111orpholu~·y uf cx;c_:, in-
1.hu: ... ·d by K5 or STS. Cclh ·w .. ·n.· 1.:uhur .. ·d tl1r 7 IJIV 111 K:!5 .111d 
tr.u1i.1<.·tTed to K5 ur trt.•.itc..•d \\"Üh STS (0.5 µ1\.-1) 111 tht.· prl.•,t..·ti.:c ur 
.tl.,,cn<.:(,: of .. :.1,p.1,c.• 111h1b1tor' ( l t1 µ.1\.1). 1'\ftt.•r :!-i hr 1.:t.•lh \\"'-"re 1.1b ..... ·rvc.·<.l 

ho\.vcvcr. chis condition only p.u"t:ially protcctcd CGCs 
frorn dc:ah. \.vhich sup;gcscs chat anothcr ctTcctor caspase. 
in a.ddition to caspasc-3. could be..• activatcd by KS or STS. 

Thc caspasc ca .. cadc can bc iniciaccd by che accivation 
of caspa~c-8 or -9. CaspasC'-8 c;in activare ali kno\.vn 
caspasc...•s in viera. including itsclf (Srinivasula et al.. 199Cl). 
1 t has bec..•n hypothesized that st..•lf-processing: of casp;1sc:s 
n1ay be dc:tcnnined by thcir proxi1nity to other caspases of 
tht..• san1c typt..·. "vhich is controlled by adaptcr 1nolcculcs 
(Srinivasub et al.. 1998; Yang <.."tal.. 1998). Son1c studics 
h.1vc.: hypothcsizc.:d chat initiator caspascs-8 and -9 shan: 
thi~ proxi1nity 111c.:chanisn1 of activation (Srinivasula et al.. 
J lJlJS; Y .u1g: et al.. 1998). ..rhe zy111ogcn of c;.1spo.1sc-H 
Pº""c.:s'ics -1 '}:, of thc ;tCtivc frah"lnent. and it is hypothc­
.. izc..·d that this s111all ~•ctivity is c..·nough to proces.'i thc 
dt1stcn.•d casp.1sc-H zyn1ogen and induce thc active fonn of 
thi .. protcasc (Stcnnickc et al.. t 99lJ). '\Ve found that undcr 
control conditions. both che caspasc-8 fraf_.,Tfll.Cllt rcvcalcd 
by '\V cstcrn blot and caspasc-8 activity are nl.arkcdly high. 
suggcsting a basal activity of chis caspasc in control cclls. 
]:)espite che obscrvcd caspasc-8 activity. ho'\.vcvcr. thcsc 
cells did not sho\.v any sign of ccll dcath cvcn aftcr long 
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undl."r ph.1,c..• ..:011tr.1't 1nu:rn"·-"ºPY- A: c:c;c, 111.1int.u111.."d in K:::?5 (1..·un­
trol) or tr.111 .. ti.·rn.·d to K5 plu' th1..· 1..·.1,p.1,c..· i11h1bitur. i11di1.·.1t..·d. H: cc;c, 
111.1111l.1i111.•d 111 K~5 (cuncrul) ur trc.1tc-J "··ith STS pJu, tl11.." indio:;Hl."d 
1..·.i-.p.i-.1.· inhibilur.. S1.·.1l1..• h.1r = 75 µ111. 

pcriods in culture. Wc thcrcforc suggcst that a ntcchanisnl. 
of control for thc action of chis e aspase such ;1s on cndog­
cnous inhibitor ofapoptosis 111olcculcs should be opcracing 
(1)cvcn:~1ux et al.. 1997. 1 <J'J8; Koscki ce al.. 1998). The 
physiolobrical 111eaning of incrcascd caspasc-8 activity un­
der norinal conditions is not clcar. lt could be spcculatcd. 
h<.nvt:vcr. that this caspasc nti~hc be involvcd noc only as a 
positivc etTcctor of ccll dcath. but also in che proccssing of 
n1olcculcs nccessary far ccll ditTercntiation or survival. 
Furthcr c:xpcrinl.cntal dat.a are nccdcd to confinn thosc 
possibilitics. 

In thc prcscnt '\.Vork thc activity of caspasc-8 undcr­
g;ocs a sntall incrcasc aftcr a transicnt rcduction induccd by 
both KS and STS. This tnild response of caspasc-8 '\.Vas 
furthcr confir1ncd by inl.111unoblot analysis. In thc c~tsc of 
tite viability studics using caspasc-8 inhibitor. the results 
sho,vcd only a parcial rescue accion of this inhibitor on 
CGC dcath induccd by KS and. to a lcsscr cxtcnc. by STS. 
U .. cccnt cvidcncc suggcsts that apoptotic dcath of CGCs 
induccd by KS is rcgulatcd by thc activation of caspascs-9. 
-8 and -3. le has bccn proposcd that caspasc-9 is thc apical 
caspasc and rcsponsiblc far activation of caspascs-3 and -8 
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(Gcrhardt et al.. 2001). Thesc findings support: part: ofthe 
results obtaincd in thc prcsent study. 'We suggcst that 
caspasc-8 could be n1arginally involvcd in the caspase 
cascade induced by KS. The role of this caspasc in the 
proccss induccd by STS sccn1s to be lcss i111portant. 

Caspasc-9 may be induccd dircctly by its intcr.iction 
'\.Vith apoptosis activating factor-1 (A paf~ 1) togcthcr '\.Vith 
ATP and cytochron1c-c rclcased fron1 111itochondria (Li et 
al.. 1997; Kr~tjc,vski et al., 1999). This '\.Vould. in turn. 
activa te thc ctlCctor caspases (Kluck et al.. t 997; Harvcy 
and Ku1nar, 1998). Wc found that K5 and STS '\vcrc ablc 
to induce thc rcle:isc ofcycochro1nc-c in a tin1c-depcndcnt 
n1anncr. Thc observed rclcase of cytochrotnc-c "\Vas in 
agrcc1ncnt '\Vith thc dctcctcd activ~1tion of caspasc-9 and 
'\Vith thc proccssing: of its procnzyn1c induced both by KS 
:tnd STS. Ag:ain. che caspase-9 inhibitor 1narkcdly rcduccd 
thc CGC death induccd by KS and. to a lcsser extcnt. by 
srrs. ·raken together, thcse results support 3 central role of 
caspase-9 in cdl d.eath inducc-d by thc-se stitnuli. 

An intcn:sting result fro1n our study '\Vas thc activa­
tion of caspase-2 by STS in CGCs. This '\Vas cvidenccd 
not only by thc cleavagc ofthc synthctic peptidc. but also 
by thc fragtncntation of thc proenzynu! and thc rc111ark­
;1blc protcctivc ct1Cct of thc inhibitor on thc viabilicy and 
111orpholof...ry of STS-tn..•ated CGCs. ~rhis '\Vas fiirther con­
tinned by che 111arked inhibition of caspasc-3 3Ctivity 
induced by thc addition of caspasc--2 inhibitor to s,-5_ 
treated CC;Cs. ,-bus. Caspasc-2 SCelllS tO have a kcy role in 
the CCC apoptotic dcath induced by STS but not by lo'\v 
potassiuin. ·1-hi-. caspasc has an i111portant role in thc apo­
ptotic cell de;1ch of diffcrent cdl typcs and is active at thc 
c-nd ofthc caspasL· c.1sc.:ade (C':olu.;;si et al.. 1998; Sv .. ·anton et 
al.. 1999; V;111 de Cracn et al.. 1991J), sup;gcsting that 
caspasc-2 can act as an etlCctor caspase in neuronal cells. 
On che ocher hand. so111c evidc1Kc indicares that c;ispasc-2 
is activatcd L·arly in thc apoptotic procc-ss and seL•n1s to 
precede thc c:i.;;pase-3 activation. According to the potcnt 
cfll!ct of inhibitors on the paratnL•tcrs 111easurL·d .. 1s '\VL·ll as 
the tinte i:oursc of Ca'ip.1se-2 activ~1tion by S,-s, it could be 
proposed that this c.1spase acts c-.1rly in thc c;1sp."lsC' casclllc 
in che neuronal typc uscd in this study. This is in line '\Vith 
the suµ;gc-stion th~1t ca.,.pasc--2 could be considcred an 
initiator/ctlCctnr caspasc in othcr prL·parations (Li et al.. 
1997) sho'\ving that thc ~Kci,·.1tion uf this e aspase: pn .. •cedcs 
thc activation of caspasL·-3 (f~tarvc..·y c..•t al.. 1997). Thcsc 
suggestions are also supported by recent cvi<lcnce obtaiued 
in othcr prcpar.Hio11s (Grussn1.u111 L"t ;11., 2001; Zhu et al.. 
2tHI l ). In 11etirun.1l L'.dls. howevc-r. caspasc-2 h.1s bcc..·11 
proposed to he eithc..•r :m etlCctor caspasc (Van dC' Craen et 
al., l 1J<J9; John.,.nn Lºt al.. 2tHHI; ShL·ar..vin-\.Vhyatt et al.. 
2000; Shilnohatna et :11... 2001) ar an initiator caspase 
Crroy et :tl., 2t HH 1). as proposed in our prcpar.1tion. lt is 
possiblc th;1t the obscrvcd diflCrences could be duc to thc 
naturc of thc apoptocic sign:al used. possibility supponed 
by thc present study. Finally. in thc case ol KS stitnulation. 
caspasc-2 sce111s to participatc only 111arginally in thc ap­
optotic proccss; thus. in contr=ist to thc s·rs stiJnulation~ 

'-VC suggest that this co:ispase does not have a central role in 
che n1echanis111S of CGC apoptotic dcath. 

Bascd on thcse results~ "\Ve propase that apoptotic 
death of CGCs by KS scc111s to be n1ediatcd by the rcleasc 
of cytochron1c-c and thc activation of c:aspasc-9. "\vhich in 
turn "\vould induce che actiV3tion of both caspases-8 and 
-3. On thc othcr hand, staurosporinc scctns to activ:atc 
caspasc-2. "\vhich could havc 311 initi:ator role in the caspasc 
cascadc by activating caspasc-9 (probably induccd by rc­
lcasc of cytochro111c-c fronl. tnitochondria) as "\Vcll as 
caspasc-3. Thus. t'\.VO difTcrcnc sti111uli 111ay induce diffcrent 
caspasc c:iscadcs in thc- san1c ccll. 
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MECANISMOS MOLECULARES DE LA REGULACIÓN DE LA MUERTE 
APOPTÓTICA 

Andrea Caballero Benitez y .Julio Morán Andrade. Departamento de Neurociencias, Instituto de 
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Titulo breve: Moléculas reguladoras de muerte apoptótica. 

RESUMEN 
La muerte apoptótica es un evento natural que 
tiene lugar durante el desarrollo embrionario y 
es parte de un proceso de eliminación de 
células en organismos maduros, 
presentándose también en diversas patologlas 
como en el caso de enfermedades 
neurodegenerativas. Las células apoptóticas 
presentan una serie de cambios morfológicos y 
bioquímicos que resultan de una serie de 
eventos controlados genéticamente. En el 
nemátodo Caenorhabditis elegans se han 
identificado más de 10 genes que regulan la 
muerte apoplética observada durante el 
desarrollo de este organismo. Para 3 de estos 
genes se han identificado homólogos en 
mamíferos: los genes proapoptóticos ced-3 y 
ced-4 y el gen antiapoptótico ced-9. En 
mamíferos, los homólogos de ced-3 y ced-9 
son proteasas miembros de la familia de las 
caspasas y Bcl-2, respectivamente, mientras 
que ced-4 corresponde a la proteína 
proapoptótica Apaf-1 que recluta caspasas al 
complejo de muerte. Las caspasas son 
componentes clave del proceso apoptótico y 
forman parte de una cascada proteolítica 
responsable de la degradación de proteínas 
celulares especificas. También existen 
moléculas que inhiben la muerte apoplética por 
mecanismos distintos a los que sigue ced-3 y 
Bcl-2. como las proteínas inhibidoras de 
apoptosis (IAPs). caracterizadas primero en 
baculovirus de insectos. habiéndose ya 
identificado sus homólogos en mamiferos. Se 
sabe que estas proteínas interactúan con las 
caspasas inhibiendo su activación a diferentes 
niveles. La caracterización de protelnas como 
las IAPs. así como el estudio de sus 
mecanismos de acción han permitido conocer 
los elementos reguladores de la apoptosis, lo 
que abre la posibilidad de nuevas estrategias 
terapéuticas para algunas patoioglas. 

PALABRAS CLAVE: caspasas, protelnas 
inhibidoras de apoptosis, muerte celular 
programada, moléculas reguladoras. 

ABSTRACT 
Apoptosis is a normal event in the embryonic 
deveiopment as well as part of the elimination al 
cells in mature organisms, present also during 
severa! pathologies like neurodegenerative and 
autoimmune diseases were this process 
becomes activated. Cells undergoing apoptosis 
show characteristic morphological and 
biochemical changes resulting from the activation 
of a set of genes. In the nematode 
Caenorhabditis elegans programmed cell death 
is controlled by more than 1 O difieren! genes, 
among them ced-3, ced-4 and ced-9 have a 
critica! role in cell death during development of 
this organism. Their homologous protein products 
in mammals are proteases belonging to the 
family of caspases, the adaptar protein Apaf-1 
and the protooncogene Bcl-2 family, respectively. 
Caspases are key elements in apoptotic death, 
being responsible far the processing and 
degradation of cell proteins. Other elements in 
this process are regulators of cell death like the 
inhibitors al apoptosis proteins (IAPs), initially 
characterized in insect baculovirus and far whom 
mammalian homologous have been identified. 
IAPs seem to inhibí! caspases by interacting 
directly or indirectly through adaptar proteins, 
which are required far the recruitment al 
caspases and their activation. The identification 
and characterization of IAPs, as well as the 
understanding of their mechanisms of action 
could open new therapies far difieren! 
pathologies. 

KEY WORDS: apoptosis, signaling pathways, 
reguiators molecules. 



INTRODUCCIÓN 
La muerte celular programada o apoptosis es un 
proceso biológico muy conservado a lo largo de 
la escala evolutiva, el cual se asocia a la 
eliminación de células para el mantenimiento de 
la homeostasis del organismo bajo distintas 
condiciones fisiológicas, como el desarrollo 
embrionario. La apoptosis también juega un 
papel critico en el origen y la evolución de ciertas 
patologlas como enfermedades autoinmunes y 
algunos procesos neurodegenerativos. La 
apoptosis se caracteriza por una serie de 
cambios morfológicos y bioquimicos tales como 
la fragmentación internucleosomal del ADN, 
condensación de la cromatina, encogimiento 
celular y la formación de cuerpos apoptóticos y la 
aparición de fosfatidilserina en la lámina externa 
de la membrana celular, entre otros. En los 
últimos años se han identificado una gran 
cantidad de moléculas que participan en este 
fenómeno y que regulan este proceso a 
diferentes niveles. 

La muerte apoptótica es un proceso 
complejo que requiere de la activación de varias 
señales y mecanismos de regulación, los cuales 
involucran la participación de una serie de 
moléculas con acción proapoptótica como en el 
caso de los miembros de la familia de las 
caspasas. as! como antiapoptóticas como 
algunos de los miembros de la familia del Bcl-2 y 
las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs). La 
caracterización de los genes ced-3, ced-4 y ced-
9 en el nemátodo Caenorhabditis elegans ha 
permitido entender el proceso de muerte celular 
programada con mayor detalle. Los productos 
proteicos de ced-3 y ced-4 inducen muerte 
celular. en tanto que el producto proteico de ced-
9, la inhibe. El homólogo en mamiferos de ced-4 
es Apaf-1, una molécula que funciona como 
proteina adaptadora, mientras que los miembros 
de la familia del Bcl-2 son los homólogos de ced-
9 (1). El primer homólogo identificado de ced-3 
fué ICE, una proteasa de cisteina involucrada en 
el procesamiento de la prointerleucina 1 Jl (2). 
Recientemente se han identificado diferentes 
proteasas que median muchos de los eventos 
bioqulmicos que ocurren en la muerte apoptótica. 
Estas proteasas se conocen actualmente como 
caspasas y se sabe que su activación ocurre de 
manera secuencial y específica. 

Una gran variedad de eventos 
generados durante el proceso apoptótico se 
producen en la mitocondria, incluyendo 
alteraciones en el transporte de electrones, la 

2 

fosforilación oxidativa y la producción de ATP, 
asr como la liberación· de moléculas 
proapoptóticas y su intera=ión con otras 

-protelnas como algunos miembros-de la familia 
del Bcl-2. 

Muchos eventos relacionados con la 
regulación del proceso apoptótico ligados a la 
mitocondria parecen estar mediados por las 
protelnas antiapoptóticas Bcl-2 y su homólogo 
Bel-XL (Bcl-x large). Por ejemplo, la muerte 
apoptótica inducida por isquemia o hipoxia se 
inhibe tanto por Bcl-2 como por Bcl-xL. En 
mitocondrias aisladas, estas protelnas aumentan 
la liberación de protones de la mitocondria l. 
aumentan la capacidad de amortiguar el Ca • 
mitocondrial (3). Se piensa que estas protelnas 
antiapoptóticas podrlan modificar el pH del 
espacio intermembranal, provocando asf un 
aumento en la velocidad de extrusión de 
protones de la mitocondria. 

Algunos estudios recientes han 
demostrado que la activación de algunas 
caspasas depende de la liberación del citocromo 
e de la mitocondria al citosol (4). Se ha propuesto 
que el citocromo e liberado forma, junto con 
Apaf-1 y la procaspasa-9, un complejo 
multiproteico que se denomina apoptosoma y 
que es responsable del procesamiento de la 
procaspasa-9 a su forma activa, la cual puede 
activar a su vez a otras caspasas. Las 
consecuencias de la liberación del citocromo e 
podrlan depender del tipo celular. En este caso, 
además de la activación de caspasas, el 
citocromo e remanente en la mitocondria podría 
acoplarse al sitio de unión de alta afinidad del 
citocromo b·c y a la citocromo e oxidasa para 
mantener el transporte de electrones. Bajo estas 
condiciones. el consumo de oxigeno y la 
producción de ATP derivadas de la fosforilación 
oxidativa podrían mantenerse sin abatirse, 
mientras que las caspasas activadas podrlan 
atacar proteollticamente sustratos citosólicos y 
nucleares llevando a la célula a la muerte 
apoptótica. Por otro lado, en aquellas células con 
niveles altos de inhibidores endógenos de 
caspasas, la liberación del citocromo e podria 
asociarse a otras alteraciones como una 
disfunción en la cadena transportadora de 
electrones e incrementos en los niveles de Ca2

• 

libre y de radicales libres, lo que podrla llevar a la 
célula a una muerte necrótica. Recientemente se 
ha considerado al citocromo e como un marcador 
de muerte apoptótica in vivo (5) 
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El factor inductor de apoptosis (AIF), 
otra protelna que también es liberada de la 
mitocondria, se transloca al nlJcleo como 
resultado de un estlmulo apoptótico. Aunque los 
mecanismos de acción del AIF alJn son 
controversiales, este factor induce condensación 
de cromatina y fragmentación de ADN en 
nlJcleos aislados y es capaz de inducir liberación 
de citocromo c y la activación de procaspasa-9. 
En algunos estudios se ha visto que su acción es 
bloqueada por inhibidores generales de 
caspasas, sugiriendo la posibilidad de que el AIF 
sea otra caspasa capaz de procesar 
procaspasas; sin embargo, otros estudios han 
demostrado que ninguno de los efectos del AIF 
se ven afectados por inhibidores de caspasas, lo 
que apoya la idea de que el AIF sea un efector 
mitocodrial de muerte apoptótica independiente 
de caspasas. La secuencia de aminoácidos de 
AIF posee una estrecha homologla con 
oxidorreductasas de organismos vertebrados y 
bacterias, sugiriendo un papel como 
oxidorreductasa mitocondrial y efector de muerte 
independiente de caspasas. 

La mitocondria es también una fuente 
importante de producción de aniones superóxido. 
Durante Ja transferencia de electrones, se estima 
que de 1 a 5% de Jos electrones de la cadena 
respiratoria participan en Ja formación de 
especies reactivas de oxigeno (ROS). El 
contenido de superóxidos y Ja peroxidación de 
lipidos se incrementa durante la apoptosis; aún 
no es claro si la generación de ROS es una señal 
de inicio o una consecuencia del proceso 
apoptótico. El colapso del potencial de Ja 
membrana interna de la mitocondria se considera 
un evento importante dentro del modelo general 
de apoptosis. Este proceso lleva a la apertura de 
un canal de alta conductancia conocido como el 
poro de transición mitocondrial (PTM). La 
apertura de este canal disiparla el gradiente de 
protones a través de la membrana interna, lo que 
desacoplaría la cadena respiratoria y favorecerra 
Ja liberación del citocromo c del espacio 
intermembranal de la mitocondria hacia el 
citoplasma. Sin embargo, algunos estudios 
indican que Ja liberación del citocromo c y la 
activación de las caspasas ocurre antes de que 
se detecte Ja pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial, esto implica que el PTM podria 
aparecer en eventos posteriores a la activación 
de las caspasas mediada por el apoptosoma. 
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Familia de ICE/Ced-3 (Caspasas) 
Las caspasas son proteasas de cisteina con una 
preferencia absoluta de residuos de Asp en Ja 
posición P 1 para el procesamiento proteolltico del 
sustrato. Hasta el momento se han descrito 14 
caspasas, las cuales, a excepción de Ja caspasa-
9, comparten una secuencia homóloga con ced-3 
incluyendo el sitio catalltico con el pentapéptido 
OACRG (Fig 1A). Estas proteasas se sintetizan 
como zimógenos precursores con muy poca 
actividad catalltica, están constituidas por un 
predomino en la región N-terminal y 2 regiones 
que al fraccionarse generan dos subunidades 
cataliticas. En el zimógeno el predominio es 
altamente variable en longitud y secuencia y está 
involucrado en Ja regulación de la activación de 
Ja proenzima. Las subunidades producidas se 
asocian con los fragmentos de otra caspasa 
para formar un tetrámero cuyos sitios catalíticos 
funcionan de manera independiente (Fig 1 B). 
Estas proteasas se activan cuando sufren un 
procesamiento proteolitico en residuos de Asp 
que puede estar mediado por otras proteasas o 
incluso puede ser autocatalizado, inducido bien 
por moléculas que funcionan como activadoras 
del procesamiento del zimógeno a enzima activa, 
o bien, por la remoción de moléculas inhibidoras. 

La familia de las caspasas se ha 
dividido en 3 subfamilias: la subfamilia de la 
caspasa-1 dentro de la cual se encuentran la 
caspasa-1 (ICE), caspasa-4 (ICErel-111, TX, ICH-
2), caspasa-5 (JCErel-11, TY), caspasa-11 (Jch-3), 
caspasa-12, caspasa-14 (MICE); Ja subfamilia de 
la caspasa-2 representada por Ja propia 
caspasa-2 (lch.1 ); y la subfamilia de Ja caspasa-3 
que incluye a la caspasa-8 (FLICE, MACH, 
Mch5), caspasa-9 (ICE/LAP6, Mch6), caspasa-
10 (FLICE2, Mch4) caspasa-3 (Yama, CPP32, 
apopaina), caspasa-7 (ICE/LAP3, Mch3, CMH-
1 ), caspasa-6 (Mch2). Existe una clasificación 
alterna que se basa en el tamaño del prodominio. 
Las caspasas con grandes predominios, como 
las caspasas-2, -8 y -9, funcionan como 
iniciadores de señales que se encuentran al 
principio de cascadas proteollticas, mientras que 
las que presentan un prodominio pequeño, como 
las caspasas-3, -6 y -7, se localizan debajo de 
las caspasas iniciadoras y funcionan como 
proteasas efectoras que rompen principalmente 
sustratos proteicos en nlJcleo y citoesqueleto 
(6). 
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Figura 1. Función y estructura de los miembros de la familia de las caspasas. A. Las caspasas han sido 
identificadas desde organismos tales como el nemátodo Caenorhabditis e/egans hasta el hombre. Aquí se 
muestran 13 de las 14 caspasas caracterizadas hasta el momento, las cuales tienen un papel importante 
tanto en la muerte apoptótica como en la respuesta inflamatoria. B. Las caspasas activas se componen de 
una subunidad grande (-20 kDa) y una pequeña (-10 kDa). cada una de las cuales contribuye 
estructuralmente a la formación del sitio activo. Al igual que otras proteasas, las caspasas se sintetizan 
como precursores o zimógenos que sufren un procesamiento proteolitico para activarse. El dominio N­
terminal que es altamente variable en longitud (de 23 a 216 aminoácidos) y secuencia, está involucrado en 

regular la actividad de la enzima (modificado de16) 

Muchas protelnas del citoesqueleto son 
sustratos potenciales de varias caspasas. Un 
sustrato importante de la caspasa-3 es la 
gelsolina. una proteína reguladora que lleva a 
cabo múltiples funciones en citoesqueleto. Se ha 
demostrado el rompimiento de esta proteína 
durante la apoptosis in vivo, así como su 
rompimiento por acción de la caspasa-3 in vitro. 
La lámina A, una proteina constitutiva de los 
filamentos internos del núcleo celular es un 
substrato potencial de la caspasa-6, la cual 
puede ser procesada y activada por múltiples 
estímulos. La a-espectrina no eritroide, también 
llamada a-fodrina, se rompe por caspasa-3 
durante la muerte apoptótica de células 
granulares de cerebelo. Se ha demostrado en 
modelos in vitro que uno de los sustratos mejor 
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caracterizados de las caspasas es la protelna 
nuclear PARP (poli-(ADP) ribosa polimerasa), 
una enzima involucrada en la reparación del 
ADN (7). Algunos estudios indican que la 
caspasa-3 interactúa con varias proteinas 
citoplásmicas para generar la fragmentación del 
ADN nuclear. El factor de fragmentación del ADN 
(DFF), es una molécula citosólica mediadora de 
2 subunidades de 40 y 45 kDa, esta última puede 
ser proteollticamente procesada por la caspasa-
3. Una vez que la subunidad de 45 kDa se ha 
procesado y es activada, se requiere para el 
rompimiento de substratos nucleares tales como 
PARP y lamina B; sin embargo, no es necesaria 
para la fragmentación del ADN nuclear, la cual 
puede estar mediada principalmente por 
nucleasas dependientes de ca2 ·1Mg2

•• 

TESIS CC:~~ 
FALLl-l DE C'l~-~.:-EN 



La activación de las caspasas 
iniciadoras como las caspasas-8 y -9, requiere 
de la participación de moléculas acopladoras 
especificas, un mecanismo comúnmente 
observado en las proteasas en general; esta 
unión está mediada por al menos dos estructuras 
"motivo" distintas que residen tanto en el 
predominio de las caspasas como en la molécula 
reguladora correspondiente (Fig 2A y 2B). Por 
ejemplo, la activación de la caspasa-8 requiere 
de su asociación con la protelna adaptadora 
FADO (Fas-Associated Protein with Death 
Domain) a través de un dominio de interacción 
proteica denominado DEO (Death Effector 
Domain), en tanto que la activación de la 
caspasa-9 involucra la formación de un complejo 
con Apaf-1 a través de otro dominio de 
interacción proteica, CARO (Caspa se 
Recruitment Domain) (Fig 2B). La caspasa-9 
parece requerir de múltiples factores para 
activarse que incluyen a Apaf-1 y al citocromo c. 
Hay evidencias que indican la existencia de vlas 
apoptóticas que dependen de ambas caspasas, 
in vivo e in vitro. El gen de la caspasa-9, también 
genera dos isoformas por procesamiento 
alternativo del transcrito primario. 

Se ha propuesto que los zimógenos de 
las caspasas están latentes en las células en 
forma de monómeros y en complejos que 
impiden su autocatálisis. y que las moléculas 
reguladoras permiten que dos o más caspasas 
precursoras estén próximas unas a otras, 
permitiendo asl su activación autocatalltica. El 
efecto de estas proteinas reguladoras puede ser 
directo o indirecto, removiendo alguna molécula 
inhibidora. En el caso de la activación de las 
caspasas efectoras. existen evidencias 
experimentales que apoyan el modelo de una 
cascada proteolitica mediada por la activación de 
los zimógenos (Fig 2) inducida por otras 
caspasas. Una señal proteolitica lleva a la 
activación de una caspasa iniciadora que a su 
vez procesa y activa a las caspasas efectoras, 
de ahl que diferentes señales apoptóticas 
induzcan los mismos cambios bioquimicos y 
morfológicos. 

Familia de Ced-9/Bcl-2. 
En mamlferos, el proto-oncogen bcl-2 es 
funcional y estructuralmente homólogo a Ced-9 
de C.elegans. Bcl-2 fue inicialmente identificado 
como un gen asociado al desarrollo de leucemias 
granulociticas de células B, de donde deriva su 
nombre (B-cell leukemia gene 2). Existen dos 
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clases funcionalmente diferentes de protelnas 
relacionadas con Bcl-2: las protelnas 
antiapoptóticas como Bcl-2, Bcl-xL. Bcl-w, NR-13, 
A1, Boa y Mcl-1 y los moléculas proapoptóticas 
que incluye a Bax, Bak, Bcl-xs, Bad, Bid, Hrk, 
Bim y Bok/Mtd (Fig 3) (8). En la estructura de 
estas protelnas se han identificado 4 dominios o 
motivos muy conservados que se conocen como 
regiones de homologla con Bcl-2, denominados 
"Bcl-2 homology regions", BH1, BH2, BH3 y BH4. 
Estas secuencias son responsables en gran 
parte de la horno y hetero-dimerización, 
caracterlstica común entre los miembros de la 
familia. La protelna Bcl-2 está asociada a 
estructuras membranales del núcleo, retlculo 
endoplásmico y membrana externa mitocondrial, 
al igual que el resto de los miembros de la 
familia, aunque recientemente se ha encontrado 
que una porción de Bax puede encontrarse en la 
fracción soluble celular. Algunos estudios indican 
que Bax se redistribuye del citosol a mitocondria 
después de la inducción de la apoptosis y que 
esta protefna sufre un cambio conformacional 
adoptando una estructura en CL-hélice antipática 
que se une con gran afinidad a Bcl-xL. a través 
de interacciones hidrofóbicas y electrostáticas. 
La región BH3 en algunos de los miembros 
proapoptóticos de la familia, tales como Bax y 
Bik, promueve la interacción de estas protelnas 
con Bcl-xL neutralizando la función antiapoptótica 
de Bcl-xL y favoreciendo la muerte apoptótica. 

Bcl-2/ Bel-XL 
Diversos estudios in vitro indican que el producto 
proteico del gen bcl-2 inhibe la muerte de células 
neuronales inducida por deprivación de suero, 
glucosa y factores de crecimiento. Varias 
proteínas antiapoptóticas que pertenecen a esta 
familia inhiben la muerte inducida por la 
activación de los receptores de muerte de la 
familia del factor de necrosis tumoral (TNF) e 
inhiben la activación y autoprocesamiento de la 
caspasa-8. Bcl-2 se expresa ampliamente 
durante el desarrollo embriogénico 
(principalmente en cerebro e hígado) 
disminuyendo sensiblemente en el estado adulto 
y vuelve a aumentar en células senescentes. 

En las protelnas antiapoptóticas como 
Bcl-2 y Bcl-xL los dominios BH1 y BH2 participan 
en el proceso antiapoptótico y en la 
heterodimerización de éstas con otras que 
promueven la muerte tales como Bax, en tanto 
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Fi~ura 2. Cascada de activac10n de caspasas y su posible regulación en células apoptóticas. A. En la apoptosis~ las 
caspasas son las responsables directas del procesamiento· proteolitico de proteínas nucleares y de citocsquelcto. que 
llt!va al dcsensamblajc celular. Ellas son también responsables de regular Jos eventos iniciales de la mucnc apoptótica. 
Diferentes señales proapoptóticas inducen la activación de caspasas iniciadoras. las cuales a su vez inducen la 
activación de las caspasas efectoras. responsables de la fragmentación protcolítica de una gran cantidad de protcinas. 
generando asi Jos cambios morfológicos característicos de la mucnc apoptótica. H. Las caspasas pueden ser reguladas 
por moléculas inhibi<loras o inductoras que modifican su activación. El modelo propuesto sugiere que una sci\al 
proapoptótica induce Ja activación de vías de señalización en las que participan difcn:ntes molt!culas. entre ellas las 
caspasas. proteínas adaptadoras y "cofactores" corno el citocromo e mitocondrial liberado al citosol. Algunas proti:inas 
inhibidora.s pueden sufrir modificaciones estructurales que las llevan a inactivarsc. Todos estos procesos regulan la 
activación de caspasa.<>. RAIDD (Recruitmcnt apoptotic inductor with dcath domain). FADO (Fas-associatcd protein 
with dcath domain). FLIPs (FADD-like ICE inhibitory proteins). ARC (apoptosis represor ,,·ith caspasc rccruitmcnt 
domain). TRADD (TNF-receptor associated death domain). RIP (receptor interacting protein). TRAF2 (TNFR­
associatcd factor-2). f\.1KK7 (f\.tAP/Erk kinasc kinase-1). tBid (truncated Bid). PJ3K (phosphatidylinositol-3-kinasc) 
(modi flcado de 16) 
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que el dominio BH3 de los miembros 
proapoptóticos es esencial para su activación y 
heterodimerizaci6n. Se ha determinado . que los 
dominios BH1, BH2 y BH3 influyen fuertemente 
la horno y la heterodimerización, sin embargo, no 
se requieren para la función de las proteínas 
antiapoptóticas, mientras que para aquellas que 
promueven la muerte son esenciales. 

El mecanismo por el que Bcl-2 regula la 
apoptosis aún no es claro, sin embargo su 
localización en la membrana externa de la 
mitocondria podría estar relacionada con la 
función mitocondrial implicada en la apoptosis. 

Se ha propuesto también que Bcl-2 es 
un poderoso antioxidante y que tiene la 
capacidad de interferir con las vías de 
señalización mediadas por Ca2

•• Algunos 
estudios sugieren que las proteínas 
antiapoptóticas podrlan funcionar inhibiendo 
directamente la habilidad de las moléculas 
parecidas a Ced-4 para inducir la activación de 
las caspasas (Fig 2). Recientemente se ha 
reportado que Bcl-x, puede unirse también a 
Apaf-1 e inhibir su asociación con la procaspasa-
9. Bcl-x, presenta una distribución intracelular 
similar a Bcl·2, su estructura recuerda a los 
dominios de inserción a membranas de toxinas 
bacterianas; esto podrla apoyar la hipótesis de 
que los miembros de la familia que contienen los 
dominios BH1 y BH2 inducen la formación de 
poros en organelos tales como mitocondrias, sin 
embargo, ni Bcl-x,, ni Bcl-2 ni Bax forman 
canales en bicapas lipldicas in vitro, y aquellos 
creados por Bax y Bcl-2 tienen diferentes 
características que incluyen una gran 
selectividad iónica (9). 

Bax 
La inducción de la expresión de la proteína 
proapoptótica Bax activa un programa de muerte 
apoptótica que incluye disfunciones 
mitocondriales como alteraciones del potencial 
de membrana y producción de ROS sin 
liberación de citocromo e, así como la activación 
de las caspasas-3 y -9. Sin embargo, si bien no 
hay duda de que in vitro Bax puede formar 
heterodimeros, aún no se ha podido determinar 
con exactitud si Bax se une a Bcl-2 dentro de la 
célula y en respuesta a algún estímulo 
fisiológico, ya que los diferentes detergentes 
utilizados para la lisis celular facilitan esta 
asociación. 

La sobreexpresión de Bax antagoniza el 
efecto protector del Bcl-2. En células 
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susceptibles a la muerte apopt6tica, la porción de 
Bax que se localiza en el citosol normalmente se 
encuentra como monómero inactivo. Bax se 
transloca a la mitocondria en respuesta a una 
señal de muerte, posteriormente sufre un cambio 
conformacional y se homodimeriza insertándose 
en la membrana interna de la mitocondria. Aún 
en presencia de inhibidores de las caspasas, la 
sobreexpresión de Bax y las protelnas 
proapoptóticas relacionadas a ésta pueden 
inducir apoptosis. Se ha propuesto que Bax 
podrla mediar la muerte independientemente de 
las caspasas a través de la formación de canales 
que podrian inducir alteraciones en la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial (9), 
sin embargo, la relevancia fisiológica de este 
fenómeno aún es incierta. Se ha propuesto 
también que la actividad proapoptótica de Bax 
puede neutralizarse por fosforilación mediada por 
la cinasa AKT/PKB. Esta cinasa se activa en 
respuesta a una gran variedad de estlmulos 
hormonales, lo que representa un mecanismo 
adicional de modulación de la actividad 
proapoptótica de Bax. 

IAPs ("lnhibitor apoptosis proteins") 
En algunos de los casos, la apoptosis representa 
una estrategia para eliminar a aquellas células 
que han sido infectadas viralmente. Una 
respuesta adaptativa ante esta situación es la 
creación de mecanismos virales para inhibir este 
proceso de muerte (10). Las caspasas parecen 
ser un blanco de proteínas virales que se activan 
en respuesta a estímulos de muerte inducidos 
por las células infectadas, entre las que se 
encuentran, p35, crmA y las protelnas 
inhibidoras de apoptosis (IAPs), tres diferentes 
clases de protelnas antiapoptóticas 
baculovirales. Aunque los genes de las IAPs 
fueron originalmente descubiertos en el genoma 
de virus de insectos se han encontrado ya sus 
homólogos celulares en el genoma de insectos, 
aves y mamlferos incluyendo al hombre (11). 
Recientemente se ha descubierto que algunas 
de las IAPs en humanos son potentes inhibidores 
de caspasas y de la muerte apoptótica inducida 
por diversos estfmulos. 

Aunque las IAPs y p35 no poseen una 
homologia de secuencia obvia, estas proteínas 
son funcionalmente similares. Se sabe que las 
IAPs, al igual que p35, ejercen sus efectos 
uniéndose e inhibiendo a las caspasas, como es 
el caso de la XIAP (12). 
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F'igura 3. l\ticmbros de la familia de CED-9/Bcl-2. Dentro de esta familia se encuentran elementos reguladores 
negativos del proceso de muene o antiapoptóticos como Bcl-2 y Bcl-xL~ as[ como miembros proapoptóticos como Bax 
y Bik. entre otros. De acuerdo a las diferencias estructurales que existen entre las diferentes proteínas se han clasificado 
en 3 subfamilias. El esquema muestra los dominios críticos asociados a algunas de las acciones pro y antiapoptóticas de 
estas proteínas (modificado de 17) 

Hasta el momento se han identificado 6 
protelnas de la familia de las IAPs en humanos: 
NAIP clAP1/HIAP2/Hmihb, clAP2/HIAP1/hMllHC, 
XIAl'lhlLP. survivina y BRUCE (13) (Fi¡; 4A). Estas 
proteínas contienen en su estructura 2 motivos: un 
domino N-tcrminal que contiene hasta 3 repeticiones 
im[l\!rli:ct;is de - 70 aminoácidos. ricas en residuos de 
cisti:ína e histidina di.:11ominadas unid¡1d de repetición 
tipo IAP identificada en baculovirus (""baculovirus 
IAP repeat"" (BIR)) y un ··RING fingcr·· en la región 
e-terminal de unión a zinc que se encuentra en varias 
proteínas nucleares y citosólicas involucradas en 
funciones como la transcripción y reparación de 
ADN. proliferación y diferenciación celular. El 
motivo BIR es exclusivo de las IAPS y ha sido 
identificado en proteínas de 
Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces 
cerevisiae, en el nemátodo Caenorhabditis 
e/egans, en Drosophila melanogaster y en 
algunas especies de mamlferos (14). Es 
importante hacer notar que el dominio "RING 
finger" de las IAPs se localiza en la región C­
terminal, mientras que en el resto de las 
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protelnas que lo presentan se encuentra en la 
región N-terminal. 

En las IAPs de mamlfero y las protelnas 
relacionadas a éstas, los dominios BIR y RING 
están separados por una región antipática de 
120 a 170 residuos cuyo papel aún no se ha 
definido. Esta región no se encuentra en las IAPs 
codificadas por el baculovirus (Fig 4A). La 
protelna inhibidora de apoptosis neuronal (NAIP) 
posee una homologla limitada con el resto de las 
IAPs, sin embargo, su actividad antiapoptótica en 
la atrofia muscular espinal (SMA) parece ser 
importante. Las clAP1 y clAP2 de mamíferos se 
han identificado como componentes del complejo 
de ser'\alización de receptores del factor de 
necrosis tumoral (TNFR), a través de su unión al 
heterocomplejo TARF1-TRAF2 (TRAF es una 
protelna adaptadora que forma parte del 
complejo de activación inducido por la unión de 
los receptores a TNF a su ligando). La activación 
del receptor de TNFa tipo 2 (TNFR2/p75) por su 
ligando, el TNFa, induce el reclutamiento del 
complejo TRAF1-clAP al dominio citoplásmico 
del receptor; las IAPs no se unen directamente a 
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TNFR2, Ja unión se da a través de TRAF2. El 
heterómero TRAF2-c1AP2 también se ha 
identificado en el complejo de señalización del 
receptor de TNF tipo 1 (TNFR1/p55). A diferencia 
de éstas la XIAP, otro miembro de la familia de 
las IAPs, no interactúa con ninguna de las 6 
proteínas TRAFs, esto sugiere que su función 
podría ser diferente a la del resto de los 
miembros de la familia (12). 

Se sabe que la activación de ambos 
receptores, induce muerte apoptótica. El receptor 
TNFR2 transduce señales a través de la 
interacción de su dominio citosólico con la 
proteína TRAF2 (TNFR-associated factors 1 y 2, 
que también forman parte de una familia de 
proteínas adaptadoras) y su interacción con 
TRAF1 depende de la fonmación de un 
heterocomplejo con TRAF2. c1AP1 y c1AP2, son 
dos componentes recientemente identificados del 
complejo de señalización TNFR2. c1AP1 y c1AP2 
interactúan con los dominios N-terminales de 
TNFR de TRAF1 y TRAF2 a través de los 
dominios SIR (Fig 48). Esto indica que el 
dominio BIR, podría constituir un dominio de 
interacción proteina-proteína. Estudios recientes 
indican que las IAPs pueden reducir la muerte 
apoptótica o inhibiría parcialmente cuando es 
inducida por la sobreexpresión de FADO, una 
proteina adaptadora asociada ar dominio de 
muerte citosólico del receptor CD95 (Fas/AP0-
1/Fas/CD95). miembro de la supeñamilia de 
TNFR. 

La habilidad de las IAPs para regular la 
muerte apoptótica en muchas especies radica en 
su capacidad de unirse e inhibir directamente a 
algunas caspasas: algunos de los miembros de 
esta familia contienen un dominio de 
reclutamiento de caspasas (CARO). localizado 
entre los dominios SIR y RING finger. Este 
dominio se ha identificado en c-IAP 1 y c-IAP2; el 
significado funciona\ de este dominio en la 
actividad antiapoptótica de las IAPs aún no es 
claro. En humanos XIAP. c1AP1 y clAP2 son 
inhibidores directos de las caspasas-3 y -7, ya 
que previenen el procesamiento catalitico de 
éstas e inhiben también a la caspasa-3, inducida 
por la activación de receptores de la familia de 
TNF-R y por la liberación de citocromo c al 
citoplasma (15) (Fig 48). Las IAPs no pueden 
bloquear el procesamiento catalítico de caspasa-
3 inducido por caspasa-8, pero si inhiben 
directamente a la caspasa-3 activa. Se ha 
demostrado que las IAPs bloquean también la 
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activación de la caspasa-9 Inducida por el 
citocromo c, previniendo así la activación de la 
caspasa-3 y -7. Estos resultados sugieren que la 
caspasa-8 y ~el citocromo c, activan a la 
procaspasa-3 a través de vías independientes y 
que ambas pueden ser bloqueadas por las IAPs 
a diferentes niveles y que sólo las formas activas 
de caspasa-3 y -7 pueden asociarse a las IAPs 
cuando el estímulo se induce por la liberación de 
citocromo c. Se sabe también que estas 
proteínas se pegan a la procaspasa-9 in vivo 
previniendo su activación, bloqueando así el 
procesamiento de procaspasa-3 y la apoptosis. 
La XIAP no sólo inhibe caspasa-8 sino también a 
las caspasa-2 y -1. El dominio SIR de estas 
proteínas parece ser suficiente para proteger de 
muerte apoptótica (12, 15). Un sólo dominio SIR 
de XIAP es suficiente para bloquear el 
procesamiento de la procaspasa-9 inducido por 
el citocromo c, en tanto que el dominio RING no 
tiene efecto. Otros dominios identificados en la 
estructura de estas proteínas incluyen al dominio 
use (ubiquitin-conjugating-domain), encontrado 
en el dominio BRUCE. Aún no se sabe si esta 
proteína puede inhibir la apoptosis, sin embargo 
podria ser una conexión funcional entre las 
proteínas involucradas en el proceso de muerte 
apoptótica y la ubiquitina, presente en el 
proteasoma para la degradación de proteinas. 

Existen 3 genes proapoptóticos que 
sólo se han identificado en Drosophila 
me/anogaster, denominados reaper (rpr), grim y 
hid, de los cuales aún no se ha encontrado su 
homólogo en mamíferos, sin embargo Reaper y 
Grim pueden inducir apoptosis en células de 
humano, la cual puede inhibirse por las clAPs. 
Reaper y Grim se unen a la región de las IAPs 
en donde se encuentra el dominio BIR. A través 
de esta interacción, las IAPs pueden regular a 
Reaper y Grim, alterando su distribución celular y 
bloqueando su acceso a las caspasas que se 
encuentren debajo de la cascada apoptótica 
inhibiendo asi la muerte celular. Estos 
experimentos sugieren que la maquinaria de 
muerte celular activada por Reaper y por Grim 
está funcionalmente conservada entre insecios y 
mamíferos. Recientemente se ha identificado 
que Doom, una proteína en Drosophila, 
interactúa con la región e-terminal de las IAPs. 
Su sobreexpresión induce muerte apoptótica, la 
cual puede ser bloqueada por las IAPs de 
baculovirus. 
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Figura ..a. Miembros de la familia de las protcinas inhibidoras de apoptosis (IAPs). A .. Todas las lAPs comparten una 
gran similitud en su estructur~ principalmente en los dominios BIR. Aquí. está representada la estructuras y los 
dominios estructurales más importantes de las IAPs de varias especies: BIR (baculoviral IAP rcpcat); CARO (caspasc 
adaptar rccruiting domain): UBC (ubiquitin·conjugation domain in BRUCE): RING. No st: ha demostrado totalmente 
el c:fccto inhibidor de la apoptosis de algunas de estas proteínas como l\c·IAP. BRUCE. clAP de porcino y las IAPs de 
ncmátodo y levadura. H. Posibles puntos de interacción de las IAPs con las vías de muerte celular. Se pueden observar 
las vías apoptóticas activadas por Fas (CD95). la mitocondria o el TNFR 1 (CD 1 :!Oa). Algunos estudios indican que las 
IAPs de humano~ pueden bloquear directamente a las caspasas-3~ -7 y -9. Se sabe también que estas proteínas pueden 
estar involucradas en las vías de transducción de señales activadas por las proteínas adaptadoras TRAFs. a través de la 
activación de los receptores de muerte TNFRI y TNFR2. así como en las vías de transducción que involucran la 
activación del NF-...::B (modificado del4) 
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Otras protelnas que juegan un papel 
importante durante el proceso de muerte son las 
que pertenecen a la familia de Rel/NF-.. B, 
factores de transcripción que regulan la 
expresión de varios genes e intervienen en 
procesos como la proliferación, la diferenciación 
celular y el desarrollo. Las protelnas Rel/NF"B 
están estructuralmente relacionadas a través de 
una región conservada N-terminal denominada 
"Rel homology domain" (RHD), que contiene una 
secuencia importante para la dimerización y 
unión al ADN. Las funciones de estas proteínas 
están también moduladas por su interacción con 
las protelnas inhibidoras de la familia 1 .. s. l"Ba, 
el miembro de esta familia mejor caracterizado, 
interactúa con hamo y hetero-dlmeros formados 
por proteínas de la familia Rel/NF"B reteniendo 
el complejo en el citoplasma y cubriendo una 
señal de localización nuclear. Una vez que la 
célula recibe un estímulo, las moléculas de l"B 
son rápidamente fosforiladas y degradadas por el 
proteasoma, permitiendo que el dlmero Rel/NF­
i<B se transloque al núcleo y regule así la 
transcripción a través de la unión a secuencias 
especificas denominadas sitios ...:B localizadas en 
la región promotora de genes especificas que 
inducen un aumento en la frecuencia de 
transcripción (elementos "enhancer" o 
reguladores de la transcripción). Aunque la 
muerte celular inducida por el TNF está mediada 
principalmente por el receptor TNFR1. éste y el 
TNFR2 pueden transducir señales intracelulares 
que estimulan ra degradación de li<B. Las IAPs 
juegan un papel importante en la activación de 
los miembros de la familia Rel/NFi<B. La deleción 
del dominio RING de clAP2 genera un inhibidor 
dominante negativo del NF~...:B que aumenta asi 
los efectos citoliticos del TNF. Esto sugiere la 
importancia funcional de la interacción entre 
clAP2 y el NF-i<B que facilita una respuesta 
celular protectora. 

Recientemente se ha propuesto que 
otro posible sitio de acción de las IAPs para 
inhibir la apoptosis es la interacción directa de 
éstas con algún elemento de las vías de 
señalización de la proteína cinasa c-Jun N­
terminal (JNK) que promueve muerte apoptótica 
en algunos modelos celulares. Se sugiere que la 
sobreexpresión de clAP2 induce la activación del 
NF-i<B por un mecanismo que involucra la 
inactivación de li<B. Se sabe también que el NF­
i<B puede suprimir ra activación de las caspasas 

y que puede afectar negativamente a otras 
protelnas antiapoptóticas. 

La survivina, otro miembro de esta 
familia de protelnas inhibidoras de apoptosis; se 
expresa en proporciones muy altas en células 
cancerosas de humanos. A diferencia de otras 
IAPs, esto parece indicar que la expresión de la 
survivina define un evento común asociado a la 
patogénesis de una gran variedad de cánceres 
humanos. En condiciones normales, hay bajos 
niveles de expresión de survivina en tejido 
adulto. El promotor del gen de esta proteína 
contiene 4 copias de elementos represores de la 
fase G1, que están implicados en controlar la 
periodicidad del ciclo celular de algunos genes 
que regulan las fases G2/M. Se le ha encontrado 
asociada a microtúbulos del uso mitótico de 
células en mitosis, una reacción regulada por la 
actividad dinámica de los microtúbulos. La 
pérdida de interacción de survivina con los 
microtubulos durante la mitosis induce la pérdida 
de su función antiapoptótica y un aumento en la 
actividad de fa caspasa-3. Estas evidencias 
indican que esta familia de proteínas está 
evolutivamente conservada y que tiene 
diferentes mecanismos de acción para ejercer 
sus efectos antiapopóticos. Aún no se ha 
determinado con exactitud el significado 
fisiológico de estas proteínas en células de 
mamífero; sin embargo, su amplía distribución en 
los diferentes tipos celulares y su capacidad para 
interactuar directamente can parte de las 
moléculas clave del proceso apoptótico e inhibir 
el proceso de muerte en diferentes puntos de la 
cascada de activación, tas convierte en 
componentes importantes de la maquinaria 
celular que le permiten a ésta responder a los 
diferentes estimulas externos a los que está 
expuesta. 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
Las moléculas que participan en ra muerte por 
apoptosis constituyen elementos clave de un 
proceso altamente conservado y elemental para 
el mantenimiento de la homeostasis celular, asi 
como para la adecuada formación de tejidos 
durante el desarrollo embrionario de los 
mamlferos. Sabemos ahora que la muerte 
apoptótica está regulada de manera muy 
sofisticada en fas distintos niveles presentes en 
la cascada de señales en este proceso. 
Parecería ser que existen distintas vlas 
apoptótícas que dependen del tipo celular y del 
agente inductor, y que la mayor parte de estas 



vlas convergen en la activación de las caspasas. 
Estas caspasas, sin embargo, pueden ser 
reguladas a su vez por inhibidores endógenos 
selectivos o sobrepasadas por factores que 
inician la degradación ordenada del AON. Asl, la 
relación entre los distintos elementos 
moleculares presentes en un momento dado de 
la vida de la célula definirá cuando y como morirá 
ésta. Esto convierte a la muerte apoptótica, junto 
con los procesos de diferenciación y proliferación 
celular, en uno de los eventos más complejos 
que las células tienen que salvaguardar para el 
mantenimiento de sus funciones vitales. Esto, 
junto con la gran diversidad de patologlas que 
involucran a la muerte apoptótica, ha abierto la 
posibilidad de estrategias terapéuticas en el 
tratamiento de algunas enfermedades asociadas 
al envejecimiento, neurodegeneración, 
inmunodeficiencia, autoinmunidad y muchas 
formas de cáncer. 
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